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Zusammenfassung

Die Laserdesorption ist eine vielseitige Methode und ein unerléssliches Werkzeug
in der bioanalytischen Massenspektrometrie. In dieser Arbeit wurde sie auf unter-

schiedliche Themengebiete angewandst.

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit grundlegenden Untersu-
chungen der Laserdesorption, dem Einsatz von Wasser als Matrix und der An-
wendbarkeit von VUV-Lasern zur Desorption in der Bioanalytik. Die Desorption
mit IR-Lasern ist sanft und es lassen sich sogar strukturelle Anderungen der fliis-
sigen Wassermatrix proben. Dagegen ist die Desorption mit VUV-Lasern hart und
es tritt das Problem der Fragmentierung auf. Trotz der hohen Photonenenergien
ist es dennoch moglich Biomolekiile mittels VUV-Laser unfragmentiert aus einer

Wassereismatrix zu desorbieren.

Im zweiten Teil wurden kosmische Massenspektren der Weltraumsonde Cassini im
Labor nachgebildet, um zu kldren, ob sich unter der Eisoberflache des Saturnmon-
des Enceladus ein fliissiger Ozean befindet. Die Ergebnisse belegen, dass es sich um
einen sehr salzigen, basischen Wasserozean handelt, der NaCl, NaHCO, und KCl
enthélt. Zu Recht gilt Enceladus’ Ozean deshalb als mogliches Habitat fiir extrater-
restrisches Leben. Zusatzlich wurden laserintensitatsabhéangige Desorptionsexperi-
mente unterhalb und oberhalb der Plasmaschwelle durchgefiihrt. Damit konnten
die Mechanismen der Desorption iiber Partikeleinschlag und Laserbeschuss ver-
glichen und Gemeinsamkeiten festgestellt werden. Dies erlaubt es vorauszusagen,
welche Spektren fiir bestimmte Einschlagsgeschwindigkeiten erwartet werden kon-

nemn.

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit wird das leistungsfihige Werkzeug der
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bildgebenden Massenspektrometrie fiir kriminaltechnische Zwecke eingesetzt. Mit
dieser Methode kénnen Proben ortsaufgeldst chemisch analysiert und das Ergebnis
als Bild dargestellt werden. Neben der chemischen Struktur lassen sich auch feinste
Oberflichendetails detektieren. Massenspektrometrische Bilder latenter, lipidrei-
cher und verschwitzter Fingerabdriicke und -spuren mit und ohne Anwendung von
Matrix wurden erstellt. Der Detailgrad der sichtbar gemachten Fingerabdriicke
ermoglicht eine erfolgreiche Personenidentifikation. Aufserdem konnte gezeigt wer-
den, dass die chemische Analyse geniigt, um Fingerspuren verschiedener Personen
eindeutig voneinander zu unterscheiden. Demnach kann die bildgebende Massen-

spektrometrie auch in der Kriminaltechnik gewinnbringend eingesetzt werden.



Ubergreifende Einleitung

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit grundlegenden Untersu-
chungen der Laserdesorption, dem Einsatz von Wasser als Matrix und der An-
wendbarkeit von VUV-Lasern zur Desorption fiir die Bioanalytik. Besonders fiir
die Bioanalytik wire es von grofem Vorteil, die natiirliche Matrix Wasser zu nut-
zen [1]. Es wurden Desorptionsexperimente mit Laserwellenldngen von 157 nm und
2850 nm sowie unterschiedlichen Strahlungsintensitéiten an den Matrizen fliissiges
Wasser, Wassereis und Glycerol durchgefiithrt. Als Analyte kamen Salze, organi-
sche Losungsmittel und Biomolekiile, wie Aminosduren und Proteine zum Ein-
satz. Es stellte sich heraus, dass sich Wassereis fiir die VUV-Desorption besser
eignet als fliissiges Wasser. Weiterhin wurde deutlich, dass eine Desorption von
Biomolekiilen in unfragmentiertem Zustand aufgrund der hohen Photonenener-
gie der VUV-Laserstrahlung praktisch fast ausgeschlossen ist. Trotzdem ist es fiir
sehr kleine Strahlungsintensitdten moglich, obgleich der hohen Photonenenergien,
in spaten und damit kélteren Desorptionsfraktionen unfragmentierte Muttermo-
lekiile mit hoher Signalintensitdt im Massenpektrum zu detektieren. Dabei ist es
interessant, dass ausschliefslich einfach geladene Spezies detektiert werden. Friihe
Desorptionsfraktionen werden besonders bei hohen Strahlungsintensitéiten im ent-
stehenden Plasma vollstandig fragmentiert. Dahingegen ist die Desorption mit ei-
ner IR-Laserwellenldnge, die auf die OH-Streckschwingung von Wasser abgestimmt
ist, um viele Grofsenordnungen sanfter, so dass Biomolekiile unfragmentiert aus
Wassereis und fliissigem Wasser desorbiert werden konnten. Fiir die Desorption
aus fliissigem Wasser wurden zusétzlich die initialen Ionengeschwindigkeitsvertei-
lungen ermittelt, die im Bereich von mehreren km/s liegen. Im zweiten Teil dieser
Arbeit wird illustriert, dass sich mit dieser sanften Methode sogar strukturelle An-

derungen der fliissigen Wassermatrix proben lassen.



Ubergreifende Einleitung

Dariiberhinausgehend werden im zweiten Teil Massenspektren von kosmischen
Wassereispartikeln, welche die Weltraumsonde Cassini in der Nadhe des Saturn-
mondes Enceladus aufgenommen hat, im Labor nachgebildet, um deren Auswer-
tung und Deutung zu erleichtern. Der geologisch aktive Mond eruptiert Gas- und
Wassereisfontdnen aus tiefen Kratern am Siidpol seiner eisigen Oberflache, den
sogenannten Tigerstreifen, deren Eispartikel den diffusen E-Ring von Saturn bil-
den. Die Krater reichen bis tief in das Innere des Mondes und besitzen an ih-
rer Oberfliche aukergewdhnlich hohe Temperaturen. Daher wird vermutet, dass
sich ein fliissiger Ozean unter der Eisoberflache des Enceladus verbirgt. Da neben
Wasser auch organische Materialien, sowie Ammoniak und Schwefelwasserstoff de-
tektiert wurden, wird der vermutete Ozean des Enceladus als mogliches Habitat
fiir extraterrestrisches Leben betrachtet. Die massenspektrometrische Analyse der
Eispartikel gibt Auskunft iiber die chemische Zusammensetzung des Mondinneren,
anhand derer sich die These des fliissigen Ozeans belegen léasst. Im Labor wurden
die Massenspektren der Cassini-Sonde mit Hilfe der IR-Fliissigstrahldesorptions-
Massenspektrometrie von unterschiedlich konzentrierten Salzlésungen nachgebil-
det. Erst dadurch konnten einige Massenlinien in den Cassini-Spektren gedeutet
werden. Die Ergebnisse belegen, dass Enceladus’ Ozean sehr salzig ist, neben hohen
Konzentrationen von NaCl auch NaHCO; und KCl enthélt und einen basischen pH-
Wert besitzt. Die hohen Salzkonzentrationen lassen sich nur dadurch erkléren, dass
ein fliissiges Wasserreservoir existiert, welches mit dem Gesteinskern von Encela-
dus in Verbindung steht. Neben Desorptionsexperimenten im Labor mit geringen
Laserintensitédten, wurden auch Experimente mit sehr hohen Intensitéten jenseits
der Plasmaschwelle durchgefiihrt. Damit konnten die Mechanismen der Desorption
iiber Partikeleinschlag und Laserbeschuss verglichen und Gemeinsamkeiten festge-
stellt werden. Fiir kleine Desorptionsenergien lassen sich beide Desorptionsarten
iiber den Mechanismus der schnellen Ladungstrennung erklaren. Dabei werden be-
reits vorhandene Ladungstriager in Losung durch Dispersion schnell voneinander
getrennt und dadurch geladene Mikroteilchen erzeugt. Der Ladungsmechanismus

lésst sich bis fiir eine nicht zu grofte Ionenkonzentration rein statistisch darstellen.

Schlieflich wird im dritten Teil der vorliegenden Arbeit der Einsatz der bildgeben-

den Massenspektrometrie in der Kriminaltechnik untersucht. Die leistungsfahige



Methode der massenspektrometrischen Bildgebung (MSI) ist in der Bioanalytik
bereits fest etabliert. In der Kriminaltechnik findet sie allerdings bislang noch kei-
ne breite Anwendung. Dabei kann die MSI latente Fingerspuren ohne aufwendige
Probenvorbereitungen sichtbar machen und chemisch analysieren. Bei der MALDI-
MSI werden von einer Probe ortsaufgelost Massenspektren aufgenommen. Uber
die computergestiitzte Analyse der massenspektrometrischen Datensétze kann die
Verteilung der Signalintensitéiten detektierter Massen iiber die gesamte Probe als
Bild visualisiert werden. Die Probe wird ortsaufgelost chemisch analysiert und das
Ergebnis als Bild dargestellt. Neben der chemischen Struktur der Probe lassen sich
feinste Oberflachendetails detektieren. Im Falle der latenten Fingerspuren sind dies
die Papillarlinien der Fingerkuppen. So kénnen mit der MSI unsichtbare Finger-
abdriicke sichtbar gemacht und gleichzeitig chemisch analysiert werden. Es wur-
den Massenbilder latenter, lipidreicher und verschwitzter Fingerabdriicke mit und
ohne Anwendung von MALDI-Matrix erstellt und untersucht, inwiefern sie sich
fiir eine forensische Analyse, d.h. fiir eine Personenidentifikation eignen. Die mit
der MALDI-MSI erstellten Massenbilder besitzen Auflésungen, die es ermdglichen,
die sichtbar gemachten Fingerabdriicke eindeutig Personen zuzuordnen. Aufterdem
konnte gezeigt werden, dass die chemische Analyse von Fingerspuren geniigt, um
Fingerspuren verschiedener Personen eindeutig voneinander zu unterscheiden. Die
bildgebende Massenspektrometrie ist eine wertvolle Methode, die demnach auch

in der Kriminaltechnik gewinnbringend eingesetzt werden kann.
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Kapitel 1

Einleitung

Dieser Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit den Grundlagen der Laser-
desorptions-Massenspektrometrie und bildet das Fundament fiir die sich anschlie-
flenden Themengebiete. Die dargestellten Ergebnisse sind fiir beide folgenden Teile
der Arbeit relevant. Es werden die Desorptionsmethoden MALDI und Fliissig-
strahldesorption vorgestellt und untersucht, inwieweit sich die natiirliche Matrix
Wasser fiir die Laserdesorptions-Massenspektrometrie eignet. Denn besonders fiir
die Bioanalytik wére es von grofem Vorteil, diese natiirliche Matrix zu nutzen [1].
Auch fiir die bildgebende Massenspektrometrie wiirde dies enorme Vorteile brin-
gen, insbesondere fiir die Probenvorbereitung. Weiterhin wird die Anwendbarkeit

von VUV-Laserstrahlung zur Laserdesorption untersucht.

1.1 Die Matrix unterstutzte

Laserdesorption- /ionisation

Die matriz assisted laser desorption/ionisation (MALDI) wurde durch Hillenkamp
und Karas in den spéten 80er Jahren entwickelt [2-4| und ist heute nicht mehr
aus dem Standardrepertoire der Analytik wegzudenken. Sie ermdglicht die sanf-
te und fragmentierungsfreie Uberfiihrung von nicht fliichtigen, thermisch labilen
Molekiilen bis zu 1 MDa in die Gasphase. Weiterhin ist sie tolerant gegeniiber
Probenverunreinigungen durch Salze und Detergenzien, wie sie oft bei der biomo-
lekularen Analytik vorkommen. Thr Probenverbrauch ist sehr gering und liegt im

Subfemtomolbereich. Karas und Hillenkamp setzten im UV-Bereich absorbieren-
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de organische Molekiile als Matrix ein, um die Laserdesorption (LD) zu mildern
und Molekiilionen unfragmentiert in die Gasphase zu beférdern. Tanaka benutzte
eine dhnliche Methode, er setzte allerdings eine Mischung von Glycerol und me-
tallischen Nanopartikeln ein [5]. Da hierbei die Analyt- und Matrixmolekiile auf
dem Metallsubstrat vorliegen, wird diese Methode surface assisted laser desorp-
tion/ionization (SALDI) genannt. Im Allgemeinen wird ein axialer Flugzeitde-
tektor (time-of-flight, TOF) mit verzogerter Ionenextraktion (delayed extraction,
DE) zur Detektion der desorbierten Ionen eingesetzt. Viele Erweiterungen dieser
Methode wurden im Laufe der Zeit entwickelt, welche im Kapitel 1.1 in Teil III
besprochen werden (siche auch die Tabelle A.1 im Anhang fiir eine Ubersicht der

gebrauchlichsten Akronyme).

1.1.1 Mechanismus der MALDI

Der zugrundeliegende Mechanismus der MALDI ist ein komplexer, noch immer
nicht vollstdndig geklarter Prozess und ist seit iiber 30 Jahren Thema der Wis-
senschaft. Er beinhaltet optische und mechanische Phéanomene sowie thermodyna-
mische und physikochemische Prozesse, wie Phaseniibergénge und Ionisation [6—
12]. Vereinfacht erklirt, absorbieren im Uberschuss vorliegende, mit Analytionen
vermischte Matrixmolekiile eingestrahltes Laserlicht und werden im Falle von UV-
MALDI ionisiert. Gleichzeitig wird eingestrahlte Energie in Warme umgewandelt
und das Material expandiert auf einer Zeitskala von Pikosekunden. Eine soge-
nannte MALDI-Wolke (MALDI-plume) wird erzeugt, in der Ladungsiibertragung
von Matrixmolekiilen auf Analytmolekiile stattfindet. Desorbierte Ionen- und Io-
nencluster fliegen in Richtung Massenspektrometer und kiihlen durch Verdampfen
der Matrix ab [13, 14]|. Dabei sind laut Karas et al. einfach geladene Spezies die
,gliicklichen Uberlebenden* im MALDI-Desorptionsprozess [15]. MALDI ist eine
sanfte Desorptionsmethode und im Massenspektrum werden zum Grofsteil einfach
geladene Muttermolekiile aufgezeichnet. In der IR-MALDI sind meist protonier-
te Spezies des Analyten in der Uberzahl (siche auch Abb. 3.17). Jedoch auch
Kationenaddukte von z.B. Na® und K sind typisch. Bei der IR-MALDI ist die
eingesetzte Photonenenergie um ein vielfaches kleiner und die Eindringtiefe der
Laserstrahlung grofser als bei der UV-MALDI. Auch der photoakustische Stress

10
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ist stérker [16]. Trotzdem ist die IR-MALDI eine noch sanftere Desorptionsmetho-
de und eignet sich sehr gut zur Desorption von grofsen Biomolekiilen (> 100 kDa)
sowie Nukleinsdure-Oligomeren |16—-18]. Obwohl die Mechanismen fiir UV- und IR-
MALDI unterschiedlich sind bzw. bei IR-MALDI zuséatzlich zwischen festen und
fliilssigen Matrizen unterschieden werden muss, sind die erhaltenen Massenspektren

allesamt ahnlich.

1.1.2 Desorption durch Laserstrahlung

Bei der UV-MALDI (266 — 355 nm) liegt die Schwellenintensitét zur Desorption im
Bereich von 10% — 5 x 107 W /cm?. Dariiberliegende Intensitiiten fiihren zur Plas-
mabildung und starker Fragmentierung. Typischerweise werden Laserfluenzen von
50 — 500 J/m?, Laserpulslingen von 1 — 10ns und Laserfokusdurchmesser im Be-
reich von 20 — 200 ym eingesetzt [10]. Laserfokusdurchmesser und darauf einzu-
stellende Fluenzen sind von wesentlicher Bedeutung fiir eine hohe Analytionen-
ausbeute. Dies ist im Hinblick auf die bildgebende Massenspektrometrie wichtig,
denn dort werden bevorzugt kleine Laserfoki eingesetzt, um hohe Ortsauflésungen
zu erhalten (siche auch Teil III dieser Arbeit) [19]. Interessanterweise ist auch das
Laserfokusprofil sehr wichtig fiir eine gute MALDI Leistung. Holle et al. fanden
heraus, dass das Gaussprofil eines Nd:YAG-Lasers im Vergleich zum typischen
Profil eines N,-Lasers wesentlich schlechtere Ergebnisse liefert [20]. Durch eine
kiinstliche Strukturierung des Nd:YAG-Profils konnten sie die Ergebnisse des N,-
Lasers iibertreffen. Die Vorteile von Nd:YAG-Lasern gegeniiber N,-Lasern liegt
in den niedrigeren Schuss-zu-Schuss-Schwankungen, dem hoéheren Durchsatz und
langeren Lebensdauer. Da die bendtigte Schwellenintensitét fiir die Desorption
mit zunehmender Wellenldnge ansteigt, werden fiir IR-MALDI hohere Laserin-
tensitéten benotigt als fiir UV-MALDI [2]|. Im Falle der IR-FLMALDI liegen die

verwendeten Laserintensitéiten im Bereich von 108 W /cm?.

1.1.3 Energieabhangige Desorptionsmechanismen

Je nach deponierter Laserpulsenergie unterscheiden sich die resultierenden MALDI-
Massenspektren erheblich. Vertes et al. klassifizierten fiir die UV-MALDI je nach

Laserintensitét drei unterschiedliche Regime der Laserdesorption, wobei die Uber-
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gange fliekend und systemabhéngig sind [21]. Im unteren Intensitdtsbereich von
10° — 105 W /cm? ist der Massentransfer ins Vakuum gering. Da bevorzugt unfrag-
mentierte Muttermolekiile im Spektrum auftreten, eignet sich dieser Bereich fiir die
Feststellung von Molekiilmassen. Wird die Laserintensitit auf 107 — 10® W /cm?
erhoht, wird die Laserenergie von der erzeugten MALDI-Wolke und der Probe
absorbiert. Fragmentierungs- und Rekombinationsprozesse kénnen auftreten und
die Massenspektren strukturelle Informationen der Probe liefern. Fiir sehr hohe
Intensititen von 10° — 10" W /ecm? wird eine Plasmawolke erzeugt, die die Laser-
strahlung stark absorbiert und so die Probe abschirmt. Analyt und Matrix werden
vollstidndig fragmentiert und die Detektion der geladenen Einzelteile (Elementar-
linien) lésst sich als Elementaranalyse nutzen. Dieses im Folgenden als Plasma-
desorption bezeichnete Phénomen wird in den Ergebnissen genauer untersucht.
Denn die expandierende Plasmawolke (Plasmaexplosion) vermag es Molekiilionen
ohne Fragmentierung zu desorbieren. So kénnen nach einer gewissen Wartezeit und
dem Abklingen des anfinglichen Elementarionensignals unfragmentierte Molekii-
lionen detektiert werden, wie in den Ergebnissen gezeigt werden wird. Dabei un-
terscheiden sich die Expansionsmechanismen von auftretenden Schockwellen und
Plasmawolken fiir verschiedene Photonenenergien (siche dazu auch Tab.A.2 im
Anhang) und Absorption der Laserstrahlung durch die Matrix, wie von Smurov
et al. berichtet wurde [22]. Fiir die resultierenden Massenspektren spielt dies aber
kaum eine Rolle. Weiterhin sei anzumerken, dass bei sehr geringer Absorption der
Probe, wie im Falle von Wasser und einer Laserwellenlange von 1064 nm, eine De-
sorption nur im Plasmaregime herbeigefiihrt werden kann, wie in den Ergebnissen

gezeigt werden wird.

Bei der MALDI mit Laserstrahlung im Vakuum-UV-Bereich (VUV-MALDI) ist
Plasmaziindung infolge der hohen Photonenenergien und der starken Absorption
fast unumgénglich. Selbst bei schwachen Intensititen tritt daher starke Fragmen-
tierung auf. In den Ergebnissen wird gezeigt, inwiefern sich VUV-Strahlung fiir

die Desorption von Biomolekiilen eignet.

Die oben beschriebene Einteilung in drei Regime lésst sich auf die IR-MALDI
iibertragen. Nur ist eine Ionisation der Matrix im Bereich der kleinen Laserintensi-
taten aufgrund der geringen Photonenenergie eher unwahrscheinlich. Auch liegen

die Ionisierungspotentiale organischer Matrizen in der Gasphase im Bereich von
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7.5 — 9eV [7]. Erst beim Ubergang ins Plasma-Regime tritt Ionisation auf. Dies gilt
insbesondere bei der Desorption aus fliissigem Wasser, wie bei der IR-FLMALDI.
Auf den ihr zugrundeliegenden Mechanismus der schnellen Ladungstrennung und
der daraus resultierenden Ladungserzeugung wird spéter noch eingegangen (siehe
Abschnitt 1.2.2).

1.1.4 Geschwindigkeit der desorbierten lonen

Die Untersuchung der initialen Ionengeschwindigkeiten nach der Laserdesorption
ist eine wertvolle Differenzierungsmoglichkeit von MALDI-Desorptionsprozessen
und liefert einen wesentlichen Ansatz zur Aufklarung der mechanistischen Grund-
lagen im MALDI-Prozess. Weiterhin bildet die initiale Ionengeschwindigkeit eine
Art qualitative Bewertungsmoglichkeit des Desorptionsprozesses. Zuséatzlich hat
sie Auswirkungen auf die Qualitdt der Ergebnisse, denn breite Geschwindigkeits-
verteilungen bei hohen Geschwindigkeiten der initialen Ionengeschwindigkeiten re-
sultieren in schlecht aufgelosten Massenspektren. Fiir UV-MALDI liegen die resul-
tierenden initialen Ionengeschwindigkeiten typischerweise bei 300 — 800 m/s und
fiir IR-MALDI bei 800 — 1500 m/s. Berkenkamp et al. haben fiir den IR-MALDI-
Prozess fiir unterschiedliche feste und fliissige Matrizen mittlere initiale Ionenge-
schwindigkeiten von 800 — 1500 m /s ermittelt [23]. Dafiir benutzten sie die feldfreie
Drift-Methode (FFDM). Sie variierten in einem MALDI-MS die feldfreie Distanz
zwischen Probenplatte und Beschleunigungsblende, um eine Flugzeitanderung der
Ionen zu bewirken. Die Ionengeschwindigkeit ergibt sich dabei aus dem Quotien-
ten von Distanzdnderung und Flugzeitdnderung. Zur Desorption verwendeten sie
unter anderem einen Er:YAG-Laser mit einer Wellenléinge von 2.94 ym und einer
Pulslénge von 90 ns. Es konnte der Trend festgestellt werden, dass die Geschwin-
digkeiten fiir Matrix- und Analytmolekiile mit kleiner Masse hoher sind als fiir
Molekiile mit groken Massen. Weiterhin traten bei fliissigen Matrizen (Glycerol)
hohere Geschwindigkeiten auf als bei festen und auch nahmen diese bei fliissiger
Matrix starker zu, wenn die Laserintensitdt erhoht wurde. Bei festen Matrizen
nahmen die Geschwindigkeiten unwesentlich zu, wenn die Laserintensitéit erhoht
wurde. Dies konnte auch durch Ermer et al. festgestellt werden [8]. Die Initial-

geschwindigkeiten nahmen ab, wenn das Matrix- zu Analyt-Verhéltnis zunahm.
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Interessanterweise waren die initialen Geschwindigkeiten so gut wie nicht von
der TR-Wellenlédnge abhéngig. Bei Wellenlangen von 2.79 um (Er:YSGG-Laser),
2.94 um (Er:YAG-Laser) und 10.59 um (CO,-Laser) sowie Pulslangen im Bereich
von 80 — 90ns wurden dhnliche Geschwindigkeiten ermittelt. Um den Desorpti-
onsprozess der IR-FLMALDI zu beleuchten und in die hier vorgestellten Prozesse
einzugliedern, wurden in dieser Arbeit die initialen Ionengeschwindigkeiten bei
der Desorption mittels IR-Laser aus dem fliissigem Wasserstrahl untersucht. Hier-
bei ist die FFDM mit unserer Methode zur Geschwindigkeitsmessung vergleich-
bar. Hier miissen die aus dem Fliissigstrahl mittels Laserdesorption freigesetzten
Ionen eine feldfreie Strecke von etwa 10 cm zuriicklegen, bis sie im Massenspek-
trometer angekommen sind und sich zwischen Repeller- und Extraktionsblende
befinden. Demnach werden sie nach einer bestimmten Wartezeit (delayed extrac-
tion) dort eintreffen und mittels gepulster Repeller-Spannung beschleunigt und
extrahiert (siche auch Abschnitt 2.1.5). Das bedeutet, dass lonen, die nicht zum
Zeitpunkt der Hochspannungsschaltung in der Ionenkammer zwischen Repeller
und Extraktionsblende sind, abgeblockt und somit nicht detektiert werden. Die
Verzogerungszeit bis zur Beschleunigung wird eingestellt, sodass maximales Signal
erhalten wird. Fiir die Aminosdure Arginin (174 Da) betrégt die Verzogerungszeit
im Allgemeinen 13 us, somit ergibt sich eine Initialgeschwindigkeit der Ionen von
0.1m/13 us ~ 7700 m/s.

1.1.5 MALDI-Matrizen

Fiir gewohnlich werden nur wenige verschiedene MALDI-Matrizen eingesetzt, ob-
wohl die Palette an unterschiedlichen Matrizen stetig zunimmt. Die meist ge-
brauchlichsten sind a-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure (CHCA), 2,5-Dihydroxybenzoe-
sdure (DHB) und Sinapinsdure (SA) fiir UV-MALDI sowie Bernsteinsiaure, Gly-
cerol und Tris- HCI fiir IR-MALDI. Die Wahl der Matrix hangt dabei vom zu un-
tersuchenden Analytsystem ab und kann entscheidend fiir eine erfolgreiche Ana-
lyse sein [10]. Z.B. liefert CHCA gute Ergebnisse fiir Peptide < 4000 Da, aber
nur schlechte fiir Proteine. Dafiir wird z.B. Bernsteinsdure eingesetzt. Die Funkti-
on der Matrix ist zunéchst, die Analytmolekiile voneinander zu trennen. Sie soll

die Laserenergie absorbieren und sanft auf den Analyten iibertragen, somit den
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Analyten vor photolytischem Schaden, d.h. vor Fragmentierung bewahren, damit
dieser als intaktes Molekiilion detektiert werden kann. Letztlich soll die Matrix,
wenn moglich, eine hohe Toleranz fiir Probenverunreinigungen aufweisen. Typi-
scherweise werden Analyt/Matrix-Verhéltnisse von 107 — 1077 eingesetzt. Die
Ionisierungspotentiale (IP) organischer Matrizen in der Gasphase liegen im Be-
reich von 7.5 — 9¢eV. Z.B. hat DHB ein IP von ~ 8¢V |[7]. Dabei beschéftigen sich
neuere wissenschaftliche Arbeiten damit, dass die Bildung eines sogenannten Ko-
kristallisates, wie es bei der dried droplet-Methode! auftritt, eher hinderlich fiir
eine sanfte Desorption sei, da aufgrund der grofen Gitterenergien gréfere Laserin-
tensitaten aufgebracht werden miissen. Daher seien sehr kleine Kristallgrofsen mit
grofem Oberfldche zu Volumen Verhéltnis zu bevorzugen. Ansétze zur Praparati-
on liefern z.B. das Sublimieren der Matrix oder géanzlich 16sungsmittelfreie Verfah-
ren, wie das Erstellen einer homogenen pulverféormigen Mischung von Matrix und
Analyt [24-26]. Je homogener die Verteilung, desto unwahrscheinlicher wird das
Auftreten sogenannter sweet spots. Dies sind Probenstellen, an denen besonders
hohe Analytionensignale detektiert werden konnen. Weitere Praparationsverfah-
ren sind im Abschnitt 1.3 im Teil III aufgefiihrt. Die verminderten Gitterenergien
spiegeln sich in hoheren initialen Ionengeschwindigkeiten wieder [24]. Weiterhin ist
eine starke Absorption der Matrix im angewandten Laserwellenldngenbereich zu
bevorzugen, da so eine milde Desorption eher gewéhrleistet ist. Die Anwendung
von Matrix ist im Allgemeinen unproblematisch, wenn es um nicht ortsaufgeloste
Probenanalyse geht. Wird jedoch eine ortsaufgeloste Analysetechnik, wie die bild-
gebende Massenspektrometrie (imaging mass spectrometry, IMS) verwendet, so
spielen Faktoren wie Kristallgrofte, Losungsmittel und Kompatibilitdt zu anderen
Praparations- bzw. Untersuchungsmethoden, wie der Histologie, eine entscheiden-
de Rolle. Besonders bei der hochaufgelosten IMS ist die Kristallgréfte entscheidend

fiir die Erzeugung von detailreichen massenspektrometrischen Bildern.

Ydried droplet-Methode: Vermischen der Analytlosung zu gleichen Teilen mit Matrixldsung,
Aufbringen auf den Probenhalter und Trocknen oder alternativ, Pipettieren von Matrixlosung

auf den getrockneten Analyten und Trocknen.
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1.1.6 Wasser als Matrix

Da durch die Anwendung von MALDI-Matrix Proteine grofstenteils denaturiert
werden, wird schon linger versucht, die in biologischen Systemen im Uberfluss
vorhandene natiirliche Matrix Wasser in der MALDI zu nutzen [1]. Auch fiir die
bildgebende Massenspektrometrie wiirde dies enorme Vorteile bieten, da dadurch
die Probenvorbereitung erleichtert wiirde und aufterdem die Dislokation von Bio-
molekiilen durch Aufbringung von Matrix reduziert werden kénnte. Wie bereits
erwahnt, ist es fiir den Desorptionsprozess von Vorteil, wenn die eingesetzte La-
serstrahlung stark von der Matrix absorbiert wird. Fiir Wasser bietet sich daher
die starke Absorptionsbande der OH-Streckschwingung im infraroten Bereich bei
2.9 um an, wie das Absorptionsspektrum in Abb. 1.1 verdeutlicht. Bei dieser Wel-
lenléange lasst sich Wasser sanft und effizient mittels Laserstrahlung dispergieren,
weshalb sie fiir die IR-FLMALDI eingesetzt wird. Im Hinblick auf die bildgebende
Massenspektrometrie, die kleine Laserfoki benotigt, um massenspektrometrische
Bilder mit hohen Auflésungen zu erzeugen, ist eine kurze Laserwellenléinge zu fa-
vorisieren, da dafiir die theoretische Fokussierbarkeit hoher ist. Um eine hohe Ab-
sorption der Matrix Wasser zu gewahrleisten, wurde der Einsatz eines F,-Excimer-
Lasers, mit einer Wellenldnge von 157 nm, zur Desorption getestet. Im Allgemeinen
wird die Laserdesorption bei der MALDI im Vakuum durchgefiihrt, weshalb der
Analyt aus Wassereis desorbiert wird, oder wie bei der IR-FLMALDI, aus einem
fliilssigen Wasserstrahl. Dabei ist der fliissige Wasserstrahl im Vakuum wesentlich
einfacher zu handhaben als eine Eisoberfliche, da zum einen keine Temperierung
erfolgen muss und zum anderen eine sich sténdig selbst erneuernde Oberfliache
fiir die Desorption vorliegt. Jedoch ist die Fliissigstrahldesorption fiir bildgebende

Massenspektrometrie nicht verwendbar, weil sie keine Ortsauflosung bietet.

1.1.7 Desorption aus fliissigem Wasser

Die Desorption aus fliissigem Wasser durch IR-Laserstrahlung unter Anwendung
der Mikro-Fliissigstrahl-Technik wird in unserer Arbeitsgruppe schon seit langerer
Zeit als Analysemethode eingesetzt. Da diese Methode zur MALDI &hnlich ist,
wird hier der Name infrared - free liquid MALDI (IR-FLMALDI) favorisiert. Bei

dieser wird ein mikrometer diinner Fliissigkeitsstrahl mittels Laserbeschuss schnell
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Abbildung 1.1: Das Absorptionsspektrum von Wasser. Bis auf die Daten von Warren
und Brandt [27, 28] fiir Eis (blauer Plot), sind die Daten fiir die Auftragung der Zusam-
menstellung von Prahl [29] entnommen worden (schwarze Plots) [27, 30-48]. Bis auf den,
aufgrund der geringen Absorption, schwierig zu vermessenden Wellenldngenbereich zwi-
schen 200 — 600 nm liegen alle Kurven anndhernd gut iibereinander. Die schwarze Linie
gibt die Daten von Segelstein [41] wieder. Fiir die in dieser Arbeit verwendeten Laserwel-
lenléngen ergeben sich Eindringtiefen der Laserstrahlung von ~ 100 nm fiir A = 157 nm,
~ 1pm fir A = 2850 nm und ~ 5cm fiir A = 1064 nm.
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dispergiert und dadurch die in der Losung befindlichen Ionen freigesetzt. Die ein-
gesetzte Laserwellenldnge betrégt 2.9 um und ist auf die Absorptionsbande der
OH-Streckschwingung eingestellt. Auf diese Methode wird in Abschnitt 1.2 und

folgende ndher eingegangen.

1.1.8 Desorption aus Wassereis

Schon seit ldngerem wird versucht Wassereis als Matrix in der IR-MALDI ein-
zusetzen. Dabei treten bei der Desorption aus gefrorenen Analytlosungen meist
folgende Probleme auf: Das Eis muss im Vakuum temperiert werden, damit es
nicht schmilzt oder sublimiert. Die starke Kohésion und Oberflichenspannung er-
schwert die Herstellung diinner Proben, weshalb meist Ethanol zugemischt wird.
Der grofste Schwachpunkt ist, dass relativ hohe Analytkonzentrationen benotigt
werden und grofe Biomolekiile, wie Proteine nur schwer zu desorbieren sind. Die-
se Probleme fiihren zu einer geringen Wiederholbarkeit qualitativ hochwertiger
MALDI-Ergebnisse und spielen eine entscheidende Rolle fiir die weitere Verbrei-
tung der Methode in der Bioanalytik.

Ansétze zur Losung dieser Probleme liegen z.B. im Einsatz der SALDI oder dhn-
lichen Methoden sowie der Verwendung von sehr diinnen und nur leicht feuchten
Proben. Von der Schwierigkeit, Proteine aus gefrorenen Losungen zu desorbieren,
berichten explizit z.B. Kraft et al. [19]. Erst mittels der cryo-SALDI-Technik und
dem Beimischen von Graphitpartikeln zur Analytlésung gelang es ihnen Proteine
aus Wassereis zu desorbieren. Bereits Williams et al. berichteten, dass sie Nukle-
insduren und Lysozym aus deren gefrorenen Pufferlésungen von einem Kupfersub-
strat desorbieren konnten [50]. Dabei lag die eingesetzte Farbstoff-Laserwellenliange
im Sichtbaren bei 581 nm und das Kupfersubstrat iibernahm die Eigenschaft der
Matrix. Auch wurde untersucht, inwiefern sehr kurze Laserpulse etwas zur Ver-
besserung der Methode beitragen konnen. Winograd et al. verwendeten 200 fs-
UV-Laserpulse mit einer Wellenldnge von 400nm [1|. Der Probenlésung wurde
Ethanol beigemischt, um die Erstellung eines diinnen Eisfilms auf einem Goldsub-
strat zu erleichtern. Es gelang ihnen die Proteine Bradykinin und Insulin effizient
zu desorbieren. Sogar Freie-Elektronen-Laser und Pikosekundenpulse wurden von

Haglund et al. ausprobiert [51]. Auch wenn Freie-Elektronen-Laser in der Analy-
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tik wahrscheinlich keine breite Anwendung finden werden, so sind kurze Laserpulse

geeignet, um den Desorptionsprozess zeitaufgelost zu untersuchen.

Von Ziskind et al. konnten Wassercluster kleiner organischer Molekiile aus de-
ren gefrorenen Losungen desorbiert werden [52]. Jedoch benutzten sie neben ei-
nem Desorptionslaser mit einer Wellenldnge von 3.1 yum noch einen UV-Laser
(A =266 nm) zur nachtréglichen Ionisierung der MALDI-Wolke.

Hillenkamp et al. berichten von der erfolgreichen Desorption des Proteins Lyso-
zym aus einer gefrorenen wissrigen Losung mit einer Konzentration von 3 x 1073 M
[53]. Allerdings waren die erzielte Auflosung (m/Am ~ 40) und die lonenausbeu-
te sehr gering. Das Hauptsignal im Massenspektrum machten Na™-Wassercluster
aus. Daher wurde von Hillenkamp et al. folgende Technik favorisiert, die leicht
an SALDI erinnert: Eine wéssrige Proteinlosung wird auf einem Metallsubtrat
luftgetrocknet, eingefroren und anschliefend desorbiert. So konnen sehr diinne
Probenflachen erzeugt werden. Mit Hilfe dieser Technik konnten Massenspektren
von Proteinen mit guter Auflésung erzeugt werden (m/Am > 200). Fiir Proteine
iiber 10kDa wurden allerdings Konzentrationen im Bereich von 1073 M benétigt
und Proteine grofer als 30 kDa konnten nicht desorbiert werden. Eine Ausnahme
machte BSA (bovine sebum albumin, 66 kDa), welches in einer Konzentration von
5% 107* M durch Zugabe von Tris - HCl, welches selbst eine IR-Matrix ist, gute
Spektren lieferte. Weiterhin konnte Lysozym aus Lysozym-FEinkristallen desorbiert
werden. Fiir die Einkristalle wurde ein Verhéltnis von Wasser zu Lysozym von et-
wa 250 : 1 abgeschéitzt. Dieses Verhéltnis ist 2 — 3 Grofenordnungen kleiner, als
das bei der Probenvorbereitung unter standardméfigen MALDI-Bedingungen ver-
wendete. Normalerweise kommen Matrix/Analyt-Verhiltnisse von 10* — 105 zum
Einsatz. Letztlich wurde von Hillenkamp et al. geschlussfolgert, dass die geringe
erreichte Sensitivitat eine allgemeine Anwendbarkeit von Wasser als Matrix in der
IR-MALDI zu limitieren scheint [53].

In dieser Arbeit wurden Analyte aus Wassereis mittels IR- und VUV-MALDI
desorbiert, um die Eigenschaften von Eis als Matrix in der MALDI und MALDI-
MSI zu untersuchen. Dariiber hinaus liefern die Ergebnisse Informationen, inwie-
fern mittels MALDI Spektren im Labor simuliert werden koénnen, wie sie durch
die Weltraumsonde Cassini iiber den Mechanismus der Einschlagsdesorption auf-

genommen wurden und welche Gemeinsamkeiten die Desorptionsprozesse besitzen.
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1.2 Flissigstrahldesorptions-Massenspektrometrie
(IR-FLMALDI)

Die laserinduzierte Fliissigstrahldesorption ist eine Desorptionsmethode in der
Massenspektrometrie, durch die bereits in Losung befindliche Ionen sanft aus
der Fliissigkeit in die Gasphase gebracht werden, indem durch Laserdispersion /-
desorption eine schnelle Ladungstrennung erfolgt [54-57]. Sie ist am ehesten mit
der Methode der Matrix unterstiitzten Laserdesorption (matriz assisted laser de-
sorption/ionization, MALDI) [58] vergleichbar. Bei beiden Methoden werden Ana-
lytionen aus der kondensierten Phase per Laser in die Gasphase iiberfiihrt und fast
ausschlieklich einfach geladene Ionen erzeugt. Die Fliissigstrahldesorption unter-
scheidet sich vom MALDI-Verfahren durch die eingesetzte Matrix, ein sich erneu-
ernder fliissiger Strahl, wihrend bei der MALDI aus einer festen Matrix desorbiert
wird (siehe Abschnitt 1.1).

Die Methode wurde erstmals von Brutschy et al. [59] als Laser Induced Liquid
Beam Ionization and Desorption (LILBID) vorgestellt. In unserer Arbeitsgrup-
pe wurde sie stetig erweitert und verfeinert. Da sie der MALDI-Methode @hnlich
ist, wird hier die Bezeichnung Infrared Free Liquid MALDI (IR-FLMALDI) bevor-
zugt [60]. Mit Hilfe der IR-FLMALDI ist es moglich auch empfindliche Biomolekiile
sowie nicht kovalent gebundene Komplexe unfragmentiert in die Gasphase zu iiber-
fithren. Da bei ihr fast ausschlieflich einfach geladene Ionen erzeugt werden, und
die Tonenausbeute fiir Biomolekiile einen linearen Zusammenhang mit deren Kon-
zentration aufweist, eignet sie sich besonders fiir den Einsatz in der Bioanalytik und
Proteinanalytik. Sie wird z.B. fiir zeitaufgeloste Studien von Proteinaggregations-
und Oxidationsprozessen eingesetzt [61-65]. Weiterhin ist sie eine wertvolle Metho-
de fiir die Analyse von komplexen Tonenmischungen, wie Salzlosungen [65, 66]. Es
ist moglich die IR-FLMALDI mit HPLC-Technik zu koppeln und sie kann sowohl

im Vakuum als auch bei Normaldruck an Luft eingesetzt werden [60].
1.2.1 Mechanismus der Fliissigstrahldesorption

Die Dispersion des Wasserstrahls und Desorption der Ionen erfolgt durch Beschuss

des Fliissigstrahls mit einem Laserpuls, der eine Wellenldnge besitzt, die vom fliis-
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sigen Medium absorbiert wird. Im Falle von Wasser, welches hier als Medium ver-
wendet wurde, ist der Laser auf die OH-Streckschwingung eingestellt (A ~ 2.9 ym,
siche auch Abb. 1.1 bzgl. des Absorptionsspektrums von Wasser). Der folgende eta-
blierte Mechanismus wird durch experimentelle Ergebnisse und MD-Simulationen
gestiitzt [67-69].

Durch eine inhomogene, schlagartige Erhitzung des Wasserstrahls mittels Laser-
beschuss bildet sich eine Schockwelle aus, die den Strahl durchlduft und ihn schnell
in kleine, bis zu nanometergrofe, Tropfchen dispergiert [69]. Die Tropfchen ver-
dampfen auf ihrem Weg zum Massenspektrometer ihre Wasserhiille, kithlen deshalb
schnell ab und werden schlieflich im Spektrometer detektiert. Je nach Grofe der
desorbierten Ionen, konnen diese mittlere Geschwindigkeiten von bis zu 10km/s
erreichen (siche Abb.3.1 und Abb.3.2). Die inhomogene Erhitzung kommt z.B.
iiber die geringe Eindringtiefe der Laserstrahlung in den Wasserstrahl zustande
(etwa 1 pm bei A &~ 2.9 um, siehe Abb. 1.1). MD-Simulationen belegen, dass Bio-
molekiile durch die Wassermatrix optimal vor Fragmentierung geschiitzt sind und
nur minimal aufgewdrmt werden [69, 70|. Dies spiegelt den sanften Charakter der

Desorption wider.

Die Ladung der detektierten Ionen kommt bei gelosten Salzen durch deren Ei-
genladung zustande, bei Biomolekiilen treten bevorzugt protonierte oder depro-
tonierte (positiv oder negativ geladene) Spezies des Muttermolekiils auf. Dabei
kénnen bei hohen Salzkonzentrationen auch Salzaddukte des Muttermolekiils, wie
z.B. [M+K]* auftreten. Aufgrund der Autoprotolyse von Wasser sind in Losung
immer geniigend Ionen fiir den Ladungsprozess vorhanden. Zusétzlich vergrofsert
sich das Ionenprodukt von Wasser beim Aufheizen durch den Laserbeschuss. In-
teressanterweise werden fast ausschliefslich Tonen mit einfachen Ladungszustdanden
(+1, —1) erzeugt, was die Ahnlichkeit mit der MALDI Methode unterstreicht,
in der die einfach geladenen Ionen als ,gliickliche Uberlebende* bezeichnet wer-
den [15]. Selbst mehrfach geladene Kationen, wie Erdalkaliionen, werden nur als
einfach geladene Spezies detektiert. Dies geschieht bevorzugt, indem Hydroxid-
und Ionencluster gebildet werden, um Ladungen auszugleichen. Z.B. bildet Ca?"
Cluster der Form CaOH ™. Nur fiir groe Biomolekiile, wie Proteine, kénnen La-
dungsstufen grofer als eins detektiert werden, vermutlich weil sich die Ladung auf

den grofsen Molekiilen gut verteilen kann. Erst bei sehr hohen Laserintensitéiten
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und der Erzeugung von Plasma werden auch anorganische Ionen mehrfach geladen
detektiert (sieche Abb. 3.9 in Teil III).

Um den Ladungsmechanismus dieser Desorptionsmethode qualitativ zu erklaren,
wurde in fritheren Arbeiten noch auf die Debye-Hiickel-Theorie eingegangen [65].
Im folgenden Abschnitt wird gezeigt, wie sich der Ladungsmechanismus iiber ein-

fache, rein statistische Uberlegungen qualitativ und quantitativ erkliren lisst.

1.2.2 Theoretische Uberlegungen zum Ladungsmechanismus

iiber schnelle Ladungstrennung

Wenn ein Ausgangsvolumen, das Ionen (Anionen und Kationen) enthélt, schneller
fragmentiert wird, als dass eine Ladungsrekombination erfolgen kann, so kénnen
Volumenfragmente erzeugt werden, die eine Nettoladung besitzen. Nach dem Prin-
zip der schnellen Ladungstrennung werden also bereits vorhandene Ionen vonein-
ander getrennt und miissen nicht erst erzeugt werden. Dies ist der Grund, warum
fiir diesen Prozess weit geringere Energien nétig sind als fiir eine Ionisierung. Im
Falle von Wasser sind aufgrund dessen Autoprotolyse immer ausreichend Ionen fiir
eine Ladungserzeugung vorhanden.

Der Ladungsmechanismus durch schnelle Ladungstrennung tritt in der Natur
héufig auf und bildet die Grundlage der Fliissigstrahl-Laserdesorption sowie der
Einschlagsdesorption bei kleinen Einschlagsenergien |71-73], weshalb im Folgenden
naher auf ihn eingegangen wird.

Um den Mechanismus hinter der Ladungstrennung zu untersuchen, wurden ex-
perimentelle Ergebnisse mit Hilfe von computergestiitzten Berechnungen simuliert.
Die Simulationen wurden durch Dr. Esteban Vohringer-Martinez [69] in Kooperati-
on mit Dr. Frank Wiederschein |70] angefertigt und werden hier nur qualitativ und
vereinfacht wiedergegeben. Die experimentellen Ergebnisse zeigen die summierten
Signalintensitéaten aller positiven Natrium enthaltenden Signale fiir Massenspek-
tren von wissriger NaCl-Losung im Konzentrationsbereich von 1076 — 107! M.

Bei der schnellen Dispersion eines Volumenelements im Pikosekundenbereich,
z.B. von einer wissrigen Salzlosung, wird dieses in kleine Fragmente zerteilt, die
Anionen und Kationen beinhalten. Die Wahrscheinlichkeit eine nicht neutrale Net-

toladung eines Fragmentes zu finden kann nach einem rein statistischen Modell,
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basierend auf einer Poisson-Verteilung, angendhert werden, wenn man vereinfacht
annimmt, dass keine Wechselwirkungen zwischen den geladenen Teilchen auftreten.
Demnach verteilen sich die Anionen k£ und Kationen ¢ unabhéngig voneinander.
Dabei wird man eine durchschnittliche, konzentrationsabhéngige Ionenanzahl A
im Volumenfragment vorfinden. Um die Wahrscheinlichkeit zu berechnen, ein Vo-
lumenfragment mit einer Nettoladung Ag vorzufinden, muss die Summe iiber alle
Auftrittswahrscheinlichkeiten aller moglicher Kombinationen von positiven und
negativen Ionen gebildet werden:

P\, Aq) = ——O0(Aq+ k+1) (1.1)
Mit diesem Ansatz kann nicht nur das Auftreten von ausschlieklich einfach gelade-
nen Ionen im Massenspektrum wiedergegeben werden, sondern zusétzlich der ex-

perimentell gemessene Intensitatsverlauf des Massenspektrensignals (iiber P(\) =
PR P %) Allerdings sagt dieser Ansatz falschlicherweise fiir hohe Salz-
konzentrationen hohe Nettoladungszustinde der Fragmentvolumina voraus. In der
Abbildung 1.2 sind die Ladungszustandsverteilungen fiir die verschiedenen Model-
lierungen dargestellt. Erst durch den Einsatz der MD-Simulation kann die Vertei-
lung soweit geschmaélert werden, dass sie nahe an den experimentellen Ergebnissen
liegt, welche nur einfach geladene Ionen aufweisen. Allerdings kénnen die Signalin-
tensitatsverlaufe der experimentellen Ergebnisse bei kleinen Salzkonzentrationen
in einem Bereich von 107¢ — 1073 M iiber den Poisson-Ansatz gut angenihert wer-
den, wie durch Abb. 1.3 deutlich wird. Bei hoheren Salzkonzentrationen nimmt
die gemessene Signalintensitat schnell ab, was nicht durch den einfachen Poisson-
Ansatz wiedergegeben werden kann, da dieser die Wechselwirkung zwischen den
Ionen nicht einbezieht. Mit Hilfe einer Monte-Carlo-Simulation wurde die Wech-
selwirkung beriicksichtigt und der Intensitétsverlauf korrigiert. Um der Ladungs-
rekombination bei hohen Ionenkonzentrationen Rechnung zu tragen, wurde mit-
tels MD-Simulation der Fluss von Ionen zwischen Volumenfragmenten berechnet
und dadurch die Ladungszustandsverteilung sowie der Intensitdtsverlauf fiir sehr
grofe Salzkonzentrationen angepasst. Ein Schnappschuss der MD-Simulation ist

in Abb. 1.4 dargestellt und zeigt den Ionenfluss zwischen Volumenfragmenten.
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Abbildung 1.2: Simulierte Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Ladungszustédnde fiir
unterschiedliche Modellansétze. Der griine Kurvenverlauf zeigt die vorausgesagten, sehr
hohen Ladungszusténde fiir den einfachen Poisson-Ansatz. Durch den Monte-Carlo-
Ansatz (gelb) kann die Verteilung zwar geschmaélert werden, allerdings sind die model-
lierten Ladungszustdnde noch immer viel zu groff. Erst durch die MD-Simulation wird
eine Ladungszustandsverteilung ermittelt, die nahe an den experimentellen Ergebnissen
liegt, die ausschliefslich einfache geladene Ionen zeigen. Die Simulationen wurden von
Dr. Esteban Vohringer-Martinez [69] in Kooperation mit Dr. Frank Wiederschein [70]
durchgefiihrt. Grafik adaptiert aus Abel et al. [74].
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Abbildung 1.3: Simulierter Intensitétsverlauf einer NaCl-Konzentrationsreihe. In blau
ist der experimentelle Verlauf dargestellt. Man erkennt zunéchst einen starken Anstieg
bis zur Konzentration 1072 M und einen darauf starken Abfall der Kurve aufgrund von
Ladungsrekombination. Der simulierte Kurvenverlauf ist schwarz, gestrichelt abgebildet
und kann in drei Teilbereich unterteilt werden. Im ersten Teil von 1076 — 1073 M kann das
Poisson-Modell gut den experimentellen Kurvenverlauf abbilden. Fiir hohe Konzentratio-
nen muss der Verlauf stark korrigiert werden, was hier iiber Monte-Carlo-Simulationen
erfolgte (rote Quadrate). Mittels MD-Simulation konnen die Wechselwirkungen der Io-
nen mit einbezogen werden (roter Diamant) und der Kurvenverlauf so angepasst werden,
dass er auch bei hohen Konzentrationen den experimentellen Verlauf wiedergibt. Die
Simulationen wurden von Dr. Esteban Vohringer-Martinez [69] in Kooperation mit Dr.
Frank Wiederschein [70] durchgefiihrt. Grafik adaptiert aus Abel et al. [74].
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Abbildung 1.4: Schnappschuss einer MD-Simulation die den Fluss von lonen zwischen
zwei dispergierten Wasserfronten einer NaCl-Losung mit einer Konzentration von 0.154 M
zeigt. Na'-Ionen sind rot und Cl~ -Ionen blau dargestellt, die Wassermolekiile sind sche-
matisch durch die grauschattierte Flache dargestellt. Grafik adaptiert aus Abel et al. [74].
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1.3 Massenspektrometrie

Zumeist werden in der (MA)LDI-MS axiale Flugzeit-Massenspektrometer (TOF-
MS) mit verzogerter Extraktion (delayed extraction) eingesetzt. Im TOF-MS wer-
den Ionen je nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis m/z mittels eines elektri-
schen Feldes unterschiedlich stark beschleunigt und trennen sich aufgrund ihrer
verschiedenen Geschwindigkeiten beim Flug durch eine (lineare) feldfreie Flug-
strecke. Anschliefflend werden sie nach einer gewissen Flugzeit {iber einen Sekun-
dérelektronenvervielfacher (SEV), wie der Mikrokanalplatte (micro-channel plate,
MCP), detektiert. Die Flugzeit ist also vom Verhéltnis m/z abhéingig:

m [2

t=1/—-
z 2-e-U

(1.2)

Dabei ist ¢ die Flugzeit in der feldfreien Flugstrecke, m/z das Masse-zu-Ladungs-
Verhéltnis, [ die Lénge der feldfreien Flugstrecke, e die Elementarladung und U
die Potentialdifferenz (elektrische Spannung).

Da bei der Laserdesorption Ionen mit hohen Geschwindigkeiten und breiten Ge-
schwindigkeitsverteilungen erzeugt werden, fiithrt dies zu Fehlern bei der Bestim-
mung des m/z iiber die Flugzeit, wodurch eine Verbreiterung der Linien im Mas-
senspektrum resultiert; die Massenauflosung (m/Am, FWHM)) wird verringert.
Denn die Ionen besitzen schon vor der Beschleunigung unterschiedliche, initiale
Geschwindigkeiten. Dieses Problem lasst sich mit Hilfe der verzogerten Extraktion
(delayed extraction, DE) beheben [75, 76]. Die Beschleunigung der Ionen im TOF-
MS erfolgt dabei gepulst und zeitlich verzégert zum Laserpuls. Haben die Ionen
eine hohe initiale Geschwindigkeit, so werden sie sich nidher an der Extraktions-
blende befinden und eine geringere Beschleunigung erfahren als langsame Ionen,
die sich beim Einschalten des elektrischen Feldes weiter entfernt von der Blen-
de befinden. So kénnen die langsamen Ionen die schnellen einholen, die initiale
Geschwindigkeitsverteilung wird also geschmaélert, und somit die Auflésung des
Massenspektrums erhoht.

Wird eine hohe Sensitivitat benotigt, wird das TOF-MS meist im linearen Mo-
dus betrieben. Zur Erhohung der Auflosung wird im Allgemeinen ein Reflektron
(re) verwendet, wodurch allerdings die Sensitivitat leidet. Ionen mit gleichem m/z

konnen unterschiedliche kinetische Energien besitzen, was zu einer Verringerung
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der Auflésung fiithrt. Durch den Einsatz eines Reflektrons kann dies korrigiert wer-
den [77]. Dieses reflektiert den Ionenstrahl in Richtung des Detektors. Ionen mit
hoher kinetischer Energie dringen tiefer in das Feld des Reflektrons ein, benoti-
gen also einen langeren Flugweg zum Detektor. Niedrig energetische Ionen dringen
weniger ein, benotigen also einen kiirzeren Flugweg. So werden die Ionen zeitlich
gebiindelt.

Ein schematischer Aufbau eines MALDI-TOF-MS mit Reflektron ist in Abb. 1.5
illustriert. Bei der eingangs erwéhnten axialen Anordnung bewegt sich die erzeug-
te MALDI-Wolke in Richtung des Beschleunigungsfeldes. Durch den Einsatz der
neueren orthogonalen Anordnung lassen sich noch héhere Auflésungen und eine

insgesamt bessere Performance erzielen.

Laserstrahl

Reflektron-
Detektor

reflektierte lonenflugbahn

vvvvvv
AAAAA

Extraktion Linse Deflektor- Reflektron Linear-
platten Detektor

Abbildung 1.5: Schematischer Aufbau eines MALDI-TOF-MS mit Reflektron und zwei
Ionendetektoren. Per Laser desorbierte Ionen werden extrahiert und iiber eine Linse
gebiindelt in Richtung Detektor geleitet. Die Ionen kénnen im Reflektron umgelenkt

werden, wodurch eine hohere Massenauflosung (m/Am) erreicht wird.
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Kapitel 2

Experimentelles

2.1 Laserstrahldesorptions-Apparatur

Die Apparatur ist bereits ausfiihrlich in der Literatur [54, 56, 61, 64, 65, 78] be-
schrieben. Hier wird daher ein zusammenfassender Uberblick gegeben. Anderun-
gen und Erweiterungen des Aufbaus werden dabei hervorgehoben. Die Apparatur
besteht aus der Vakuumkammer, dem Massenspektrometer und dem jeweiligen
Lasersystem (siche Abb. 2.1).

Zu Justagezwecken und zur Videoaufnahme des Desorptionsprozesses wird ein
Stereomikroskop (Zeiss) mit eingesetzter Digitalkamera ( Watec WAT 902B, mono-
chrom) verwendet. Die Videoaufnahme erfolgt iiber eine PCI-TV-Karte (Pinnacle
Systems PCTV 110i) und dem Aufnahmeprogramm AMCap.

2.1.1 Vakuumkammer

Die Edelstahlvakuumkammer wird iiber eine Diffusionspumpe mit 3700 L /s For-
derleistung auf 5 x 107° mbar evakuiert. Der benétigte Vordruck wird dabei iiber
eine der Diffusionspumpe vorgeschalteten Wilzkolbenpumpe sowie einer Dreh-
schieberpumpe erzeugt. Der Fliissigkeitsstrahl wird von oben in die Vakuumkam-
mer durch eine Diise injiziert und unten in einer mit fliissigem Stickstoff gekiihl-
ten Kiihlfalle ausgefroren. Vaporisierte Fliissigkeit wird an einer zweiten Kiihlfalle
ausgefroren. Beim Messen von stationdren Proben wird diese Kryopumpe nicht

benétigt.
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Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau der IR-FLMALDI-MS-Apparatur.

2.1.2 Mikro-Fliissigkeitsstrahl

Der Fliissigkeitsstrahl wird nach dem Prinzip von Faubel et al. erzeugt [54, 79].
Das fliissige Medium, in diesem Fall doppelt destilliertes und gefiltertes Wasser,
wird von einer HPLC-Pumpe (Gynkotek, Modell 300C) mit konstanter Fluss-
rate (0.29mL/min) durch eine konvergente Quarzdiise, welche auf einem xzyz-
Manipulator montiert ist, gepumpt. Die verwendete Quarzdiise hat einen End-
durchmesser von 17 um. Der so erzeugte Fliissigkeitsstrahl mit einem Durchmesser
von etwa 15 um hat einen intakten Bereich von circa 3 mm bevor er in Tropfchen
zerfallt (sieche Abb. 2.2). Zur Vorbeugung der Diisenverstopfung wird zwischen Pro-
benaufgabeventil und Quarzdiise ein Edelstahlfilter mit 0.5 ym Porengrofse einge-

setzt.
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2-3mm

—tees see

Abbildung 2.2: Das Foto links zeigt den mikro-Fliissigkeitsstrahl (eingerahmter Be-
reich) und die Quarzdiise mit eingeschobener Kapillare. Er hat einen Durchmesser von

etwa 15 um und einen intakten Bereich von ca. 3 mm bevor er in Trépfchen zerfallt.

2.1.3 Probeneinfiihrung ins Vakuum

In die Vakuumkammer kénnen Proben per Fliissigkeitsstrahl iiber ein Injektions-
ventil eingeleitet werden. Auch stationdre Proben, d.h. feste und fliissige Proben

auf einem Probenhalter, konnen untersucht werden.

Einfiihrung des Fliissigkeitsstrahls

Die Probenaufgabe erfolgt iiber ein 6-Port HPLC-Injektionsventil ( Rheodyne, Mo-
dell MX9925), dessen Probeschleife ein Volumen von 0.3 mL fasst. Fiir die einge-
setzte Flussrate von 0.29 mL /min ergibt sich somit eine Messzeit von etwa 60 s oder
umgerechnet 1200 Spektren pro injizierter Probe. Um gleichméfige Konzentration
des Analyten in der Kapillare zu gewahrleisten, wird immer die dreifache Menge
an Probeschleifevolumen injiziert. Die fiir die Probefiihrung eingesetzten Kapilla-
ren und Fittings (Upchurch Scientific) sind aus Polyetheretherketon (PEEK). Um
ein geringes Totvolumen zu erreichen, wird zwischen Filter und Diise eine Kapil-

lare mit einem Aufendurchmesser von 0.8 mm (1/32 Zoll) eingesetzt, die bis in die
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Diise geschoben werden kann. Bei langeren Messreihen mit nur einer Probensorte,
wie z.B. bei den Messungen der NaCl-Losungen, wird alternativ zur Probenauf-
gabe mittels Injektionsventil und Probeschleife die Analytlosung direkt durch die
HPLC-Pumpe und Quarzdiise in die Vakuumkammer gepumpt. Bei Messungen
von Konzentrationsreihen wird immer mit der geringsten Konzentration begon-

nen.

Einfiihrung von stationdren Proben

Zur Einfiihrung von stationédren Proben in die Vakuumapparatur werden Proben-
halter aus Edelstahl oder Aluminium auf den Diisenstock geschraubt. So kénnen
sie leicht mittels xyz-Manipulator in den Laserfokus vor den Skimmer des TOF-MS
gebracht werden. Der Probenhalter steht schrig zum Skimmer und der Laserstrahl
trifft unter einem Winkel von etwa 30° auf die Probe (siche Abb. 2.3).

Disenstock

Probenhalter
v - Skimmer

~ MALDI-plume

Laserstrahl

Abbildung 2.3: Der verwendete MALDI-Aufbau. Der Probenhalter steht schrag zum
Skimmer des TOF-MS und der Laserstrahl trifft unter einem Winkel von ca. 30° auf die
Probe.
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2.1.4 Eingesetzte Lasersysteme
IR-Laser (A = 2850 nm)

Zur Erzeugung des IR-Laserstrahls mit einer Wellenldnge von etwa 2850 nm und
einer Pulslange von 7ns, wird ein, iiber die Fundamentale eines Nd:YAG-Lasers
(Spectra Physics, INDI-Series, A = 1064 nm, 20 Hz-Repetitionsrate) gepumpter,
optisch parametrischer Oszillator (GWU, OPO-C 1064, KNbO,) verwendet. Der
Idler-IR-Strahl wird dann iiber einen Goldspiegel und einen dielektrischen halb-
durchléssigen Spiegel, iiber den der zu Justage-Zwecken verwendete Helium-Neon-
Laser eingekoppelt wird, durch ein Vergéherungsteleskop nach Kepler (Vergrofse-
rungsfaktor 1.5, CaF,-Linsen) auf einen weiteren Goldspiegel gelenkt, der den La-
serstrahl durch eine Fokussierungslinse (Fokuslédnge 50 mm, CaF,) und ein CaF,-
Fenster auf die Probe in der Vakuumkammer fokussiert. Die Fokussierlinse ist
auf einer Mikrometerbiihne montiert und kann verschoben werden, um den Fokus-
durchmesser auf der Probe anzupassen. Der kleinste erreichbare Fokusdurchmesser
liegt bei 140 um. Die Pulsenergie des IR-Strahls betrigt, falls nicht anders angege-
ben, etwa 2.5mJ. Fiir hochwertige Massenspektren werden Laserintensitaten von
etwa 10® W /cm? benotigt.

VUV-Laser (A = 157 nm)

Die eingesetzte Laserwellenlidnge von 157 nm (7.9eV) wird mit einem F,-Excimer-
Laser erzeugt (Lambda-Physik, LPF 200, 20 Hz-Repetitionsrate, Pulslange 20 ns,
25kV HV). Da bei dieser Wellenldnge Luftsauerstoff stark absorbiert, wird der
Strahlengang mit Stickstoff gespiilt. Dazu wird der Strahlengang mit einem Alu-
miniumrohrsystem ummantelt und mit Stickstoff bei einem Druck von etwa 0.5 bar
gespiilt. Die Laserintensitéit wird iiber einen dielektrischen Abschwécher reguliert
und der Laserstrahl mit zwei dielektrischen Spiegeln auf eine CaF,-Linse (Fokus-
linge 250 mm) gelenkt, die den Strahl mit einem Fokus von 0.2 mm? auf die Probe
fokussiert (1 mm x 0.2mm). Die eingesetzte Pulsenergie betrdgt maximal 1mJ.

Fiir den angegebenen Laserfokus entspricht dies 2.5 x 106 W /cm?.
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2.1.5 Das Massenspektrometer

Das bipolare Reflektron-Flugzeit-Massenspektrometer (reTOF) (Kaesdorf) mit
zweistufiger Ionenextraktion ist von der Vakuumkammer abschliefbar und von
dieser durch einen Skimmer (Beam Dynamics, Offnungsdurchmesser 1.5 mm) ge-
trennt. Es besteht aus zwei Stufen, welche von zwei Turbomolekularpumpen eva-

kuiert werden.

Die desorbierten Ionen erreichen nach etwa 10cm Weglinge die Beschleuni-
gungselektroden (Repeller und Extraktion im Abstand von 1cm). Diese werden
nach dem erlauterten Prinzip der verzogerten Extraktion betrieben und nach ei-
ner bestimmten zum Laserpuls versetzten Verzogerungszeit fiir 4 us eingeschaltet.
Die Verzogerungszeit wird iiber einen Pulsgenerator eingestellt (DG535, Stanford
Research Systems). Die Ionen werden durch die Extraktionsblende (Extraktion)
geméfs Wiley-McLaren [80] raumlich fokussiert durch eine freie Driftstrecke von
79 cm in das Reflektron extrahiert. Der Ionenstrahl kann iiber Ablenkelemente und
der elektrostatischen Einzellinse abgelenkt und fokussiert werden. Das zweistufige
Reflektron besteht aus Mittel- und Endnetz. Am Ende des Reflektrons werden die
Ionen durch den Ionenspiegel umgekehrt und um 6° von der Strahlachse verdreht
Richtung Detektor geleitet. Bevor sie den Detektor (MCP, 10 pm Porengrofe, Bur-
le) erreichen, werden sie mit 10kV (positive Ionen) bzw. 8.5kV (negative Ionen)
nachbeschleunigt. Die Nachbeschleunigungsstrecke betragt 13.5cm, die Betriebs-
spannung des MCP kann auf maximal 2.45kV eingestellt werden.

Fiir einige der VUV-FLMALDI-Messungen wurde noch ein anderes Massen-
spektrometer eingesetzt, welches nur positive Ionen detektieren kann. Dieses ist
ebenfalls von Kaesdorf und unterscheidet sich in folgenden Punkten vom obigen:
Die Weglange zwischen Wasserstrahl und erster Beschleunigungselektrode betragt
nur ~ 5cm. Aufgrund dieser kiirzeren Weglédnge werden auch kiirzere Verzoge-
rungszeiten benotigt. Die freie Driftstrecke ist etwas kiirzer als beim obigen TOF-
MS. Weiterhin sind MCP und Endnetz gekoppelt. In den Ergebnissen werden
Spektren, die mit diesem Spektrometer gemessen wurden mit dem Kiirzel TOF2

gekennzeichnet.
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2.1.6 Datenaufzeichnung

Das am Detektor erzeugte Signal wird verstarkt, iiber ein 200 MHz Digitaloszil-
loskop (Tektroniz, Modell 2440) visualisiert und mit einer 150 MHz 8-bit AD-
Wandlerkarte (Acgiris, Modell DP105) iiber das in unserer Arbeitsgruppe erstell-
te in C++/QT geschriebene Messprogramm aufgezeichnet [62]. Das resultierende
Massenspektrum ergibt sich aus der Mittelung der Einzelspektren. Im Allgemeinen
wird iiber wenige hundert Spektren gemittelt. Sofern nicht anders angegeben, sind
alle Spektren dieser Arbeit ungegléattet. Die zur Umrechnung der Flugzeit in m /2
verwendeten Eichkurven sind in Tab. A.3 im Anhang zu finden.

Die Datenaufnahme wird zusammen mit dem Schalten der Hochspannung fiir
die Extraktionsblende des MS gestartet. Die Verzogerungszeit zwischen Laserbe-
schuss und Hochspannungsschaltung fiir maximales Ionensignal liegt fiir kleine
Molekiile im Bereich von 13 s und nimmt fiir groffe Molekiilmassen zu. Fiir Cy-
tochrom C betrigt sie beispielsweise 17 us. Durch Einstellen der Verzogerungszeit
koénnen initiale Ionengeschwindigkeitsverteilungen gemessen werden.

Die Spektren dieser Arbeit sind allgemein im positiven Ionenmodus des Massen-
spektrometers aufgenommen. Im negativen Modus gemessene Spektren sind expli-
zit gekennzeichnet. Es sei erwdhnt, dass die Schaltung des bipolaren Detektors ein
Nachschwingen des gemessenen Ionensignals verursacht. Dieses Signalabklingen ist
im Anhang in Abbildung B.4 verdeutlicht.

Fiir die Messungen wurden die in Tabelle 2.1 aufgefiihrten Einstellungen des
Massenspektrometers verwendet. Diese wurden wahrend einer Messung konstant
gehalten. Die fiir alle Messungen konstant eingestellten Werte sind im Folgenden

aufgelistet: UE‘xtraktion = 3.0 kV, URepelleT = 6.0 kV, UMittelnetz = 3.6 kV,

UNachbeschleum’gung = 10.0kV.

2.1.7 Messung der initialen Geschwindigkeitsverteilung der
desorbierten lonen

Die aus dem Fliissigstrahl mittels Laserdesorption freigesetzten Ionen miissen ei-

ne feldfreie Strecke von etwa 10 cm zuriicklegen, bis sie im Massenspektrometer

angekommen sind und sich zwischen Repeller- und Extraktionsblende befinden.

Demnach werden sie nach einer bestimmten Wartezeit (delayed extraction) dort
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Masse  Ugndnet> Urinse Umcp Verzogerungszeit

Molekiil [Dal [kV] [1es]

< 1000 6.4 3.1 1.90 13.0

Insulin 5734 6.6 3.4 2.30 15.5
Cytochrom C 12384 6.7 4.2 2.40 17.0
Lysozym 14386 6.7 4.2 2.40 17.0
Apomyoglobin 16952 6.8 4.2 2.44 18.5

Tabelle 2.1: Einstellungen des Massenspektrometers fiir verschiedene Massen.

ankommen und mittels gepulster Repeller-Spannung beschleunigt und extrahiert
(siehe auch Abschnitt 2.1.5). Das bedeutet, dass Ionen, die nicht zum Zeitpunkt der
Hochspannungsschaltung in der lonenkammer zwischen Repeller und Extraktions-
blende sind, abgeblockt und somit nicht detektiert werden. Fiir aufsteigende Ver-
zogerungszeiten wurden die Signalintensitaten von Arginin und Cytochrom C er-
mittelt und gegen die Verzogerungszeit aufgetragen. Fiir eine Verzdgerungszeit von

13 ps ergibt sich z.B. fiir Arginin eine Geschwindigkeit von 0.1 m/13 pus ~ 7700 m/s.

2.2 Probenvorbereitung

2.2.1 Eingesetzte Chemikalien und Materialien

Natriumchlorid, Calciumchlorid, Glycerol, Methanol, Ethanol, n-Heptan und Salz-
saure wurden von Merck, Arginin-Hydrochlorid S-(+) wurde von Merck-Suchardt,
L-Asparaginsidure (> 98 %) von Lancaster, L-Histidin (> 99 %), Lysin, L-Arginyl-
Glycyl-L-Aspartyl- L-Serin (95 %), gefriergetrocknetes Lysozym aus Hiithnereiweif
(~ 95%), gefriergetrocknetes Cytochrom C aus Pferdeherzen (95 %) und gefri-
ergetrocknetes Myoglobin aus Pferdemuskel (> 95 %) wurden von Sigma-Aldrich
bezogen.

Das verwendete Wasser wurde doppelt destilliert (ddH,0O) und mittels Millipore

Milli-Q Wasserreinigungssystem gereinigt.
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2.2 Probenvorbereitung

2.2.2 Ansatz der Probelosungen

Alle Reagenzien wurden ohne weitere Aufbereitung eingesetzt. Als Losungsmittel
kam bidestilliertes, gereinigtes Wasser zum Einsatz. Alle Losungen wurden vor
ihrem Einsatz frisch angesetzt. Alle folgenden Konzentrationen sind in mol - L~}

(M) angegeben.

2.2.3 Ansatz der Konzentrationsreihen

Es wurde zunéchst die Losung der hochsten Konzentration angesetzt und daraus
durch sukzessive Verdiinnung die niedriger konzentrierten Losungen hergestellt.
Gemessen wurden die Losungen dann aufsteigend von der niedrigsten zur hochsten

Konzentration.

2.2.4 MALDI-Probenvorbereitung

Fiir die Desorption aus Wassereis wurden Analytlosungen auf den Probenhalter
aufgefroren. Dazu wurde der Probenhalter zunéchst in fliissigen Stickstoff getaucht
und heruntergekiihlt. Anschliefend wurde Probenlosung auf den kalten Probenhal-
ter aufgebracht und gefroren. Die Matrix Glycerol konnte ohne Einfrieren verwen-
det werden. Dafiir wurden die Proben nach dem Prinzip der dried-droplet-Methode
vorbereitet. Dazu wurde wéssrige Analytlosung zu gleichen Teilen mit Glycerol ge-
mischt und davon 1 uLL auf den Probenhalter pipettiert. Vor dem Einbringen in das
Vakuum wurde gewartet, bis das Wasser verdampft war, damit die Glyceroltrop-
fen im Vakuum nicht durch verkochendes Wasser zerplatzten. Von einem Tropfen
lassen sich etwa 200 Massenspektren aufnehmen, bevor alle Substanz desorbiert

1st.
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Kapitel 3

Ergebnisse und Diskussion

3.1 Initialgeschwindigkeiten der desorbierten

lonen

Fiir Arginin ergibt sich ein Maximum der initialen mittleren Ionengeschwindig-
keit von etwa 7700 m/s fiir eine Verteilung von 5620 — 9520 m/s (siche Abb.3.1).
Das Maximum fiir Cytochrom C liegt bei ~ 5900 m/s und die Verteilung im Be-
reich von 5400 — 6250 m/s (siehe Abb. 3.2). Damit sind die Initialgeschwindigkei-
ten um etwa den Faktor 2 grofer als bei der IR-MALDI mit Glycerol oder Eis
als Matrix. Hier liegen die Verzogerungszeiten flir maximale Signalintensitéit bei
25 ps, woraus sich Geschwindigkeiten von 4000 m/s ergeben. Dies liegt vermutlich
an den unterschiedlichen Ausbreitungsarten der mittels Laserbeschuss generierten
Schockwellen. Die Justage des Laserfokus auf den Wasserstrahl zur Erzielung ei-
nes maximalen Analytsignals im Massenspektrum erfolgt so, dass dieser bevorzugt
von der dem Massenspektrometer abgewandten Seite getroffen wird. So liegt die
Ausbreitungsrichtung der Schockwelle, die den Wasserstrahl dispergiert, in Rich-
tung des Spektrometers. Dies kann die hohen Geschwindigkeiten der desorbierten
Ionen erklaren. Im Vergleich zu den Ergebnissen von Berkenkamp et al. sind die
hier gemessenen Geschwindigkeiten um den Faktor 5 grofer [23]. Dies konnte an
den unterschiedlichen Pulsldngen der eingesetzten Laser liegen. Berkenkamp et al.
setzten einen Er:YAG-Laser mit einer Pulslange von 90 ns ein, wohingegen hier ein
Nd:YAG OPO System mit 7ns Pulslange verwendet wurde. Auch kénnen unter-

schiedliche Laserintensitdten eine Rolle spielen. Im Vergleich von Eis und fliissigem
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Wasser als Matrix bestétigt sich der Trend, dass fliissige Matrizen hohere Initial-

geschwindigkeiten der Ionen verursachen. Ebenso haben Ionen mit kleinen Massen
hohere Initialgeschwindigkeiten, als jene mit grofsen Massen.

v [m/s]
10000 8333 7143 6250 5556
1200 o

>
E
©
c
2
n

O C n | 1 | ' |

10 12 14 16 18

Verzogerungszeit [us]

Abbildung 3.1: Signalintensititen von Arginin (1074 M) bei verschiedenen Verzoge-
rungszeiten, gemessen mittels IR-FLMALDI-MS. Das Maximum liegt bei etwa 13 us. Es
ergeben sich Initalgeschwindigkeiten der Ionen von 5620 — 9520 m/s.
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Abbildung 3.2: Signalintensititen von Cytochrom C (10~% M) bei verschiedenen Ver-

zogerungszeiten, gemessen mittels IR-FLMALDI-MS. Das Maximum liegt bei etwa 17 us.
Es ergeben sich Initalgeschwindigkeiten der Ionen von 5400 — 6250 m/s.
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3.2 Desorption mittels VUV-Laser — Fliissigstrahl

Das Hauptaugenmerk beim Einsatz von VUV-Laserstrahlung lag auf der Reprodu-
zierung von UV-MALDI bzw. IR-FLMALDI-Massenspektren. In Hinsicht auf die
bildgebende Massenspektrometrie wurde versucht, Biomolekiile moglichst unfrag-
mentiert zu desorbieren und detektieren. Die hohe Photonenenergie von 7.9eV
fithrt dabei unweigerlich zu einigen Problemen. Denn selbst bei geringen Strah-
lungsintensitdten kommt es zu Fragmentierung von Analyten und Matrix. Trotz

der hohen Laserenergien werden ausschlieklich einfach geladene Spezies detektiert.

3.2.1 VUV-FLMALDI-MS von reinem Wasser

Bei hohen Laserintensitdten wird Wasser durch entstehendes Plasma vollstdndig
fragmentiert, wie das Massenspektrum in Abb. 3.3 zeigt. Bei niedriger Laserinten-

sitét tritt nur das Hydroniumion H;O" und Oy auf.
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Abbildung 3.3: VUV-FLMALDI-Massenspektrum von reinem Wasser bei unterschied-
licher Laserintensitit (Verzogerungszeit 7 us, TOF2). Bei niedriger Laserintensitét tritt
nur das Hydroniumion und O; auf. Bei hoher Intensitét erscheinen eine Vielzahl von
Fragmentionen. Die Methode ist so sensitiv, dass auch geringste Spuren von Natrium

und Kalium detektiert werden.
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3.2.2 VUV-FLMALDI-MS von Alkali- und Erdalkalisalzen

Bei hohen Laserintensitédten haben die Zersetzungsproduke von Wasser sehr hohe
Signalintensitaten im Massenspektrum und verdrdngen andere Analytionen stark.
Auch fiir niedrige Strahlungsintensitéiten werden relativ hohe Analytkonzentratio-
nen bendtigt, wie die Spektren in Abb. 3.4 zeigen. Mittels IR-FLMALDI erzeugte
Spektren von Alkalisalzen, wie z.B. NaCl, zeigen gewthnlich Wassercluster der
Form (H,O),Na™ (siehe z.B. Abb.3.1 in Teil II). In den VUV-Spektren treten
keine solche Cluster auf, sondern nur Linien fiir wasserfreie Ionen. Die Abb. 3.4 a)
zeigt das Spektrum von CaCl, fiir eine Konzentration von 1073 M. Es werden so-
wohl Ca’- als auch CaOH "-Ionen detektiert. Hier wird deutlich, wie grof die
Energieunterschiede bei der VUV-FLMALDI und IR-FLMALDI sind, denn bei
letzterer bleiben Oxidationsstufen von Salzen unbeeinflusst, wie in Abb.3.11 zu er-
kennen ist. Erst bei sehr hohen Analytkonzentrationen kénnen die Wassersignale
unterdriickt werden, wie Abb3.4b) und d) darstellen. Abb.b) zeigt ein Spektrum
von CaCl, in der Konzentration 1072 M, es werden fast ausschlieflich Ca™- und
CaOH "-Ionen detektiert. Auch das Spektrum von Kalium in der Konzentration
von 1072 M zeigt noch Wassersignale (Abb.c)). Schlieflich werden die Wassersi-
gnale fiir eine Konzentration von 1 M NaCl vollsténdig unterdriickt. Es wird nur
das Natriumion detektiert (Abb.d)). Trotz der hohen Photonenenergien werden
ausschlieflich einfach geladene Spezies detektiert. Wie gezeigt, treten bei kurzen
Verzogerungszeiten keine Cluster im Spektrum auf. Nur die Plasmasignale, d.h. Si-
gnale von Tonen, die direkt aus dem Plasma desorbiert wurden, sind im Spektrum

erkennbar.

Erst bei sehr spiaten Desorptionsfraktionen treten Signale von Wasserclustern
auf, deren Clustergrofse fiir spéte Verzogerungszeiten zunimmt. Dies ist in Abb. 3.5
dargestellt, welche ein Spektrum von NaCl (10~ M) fiir die Verzoégerungszeiten von
13 — 60 us zeigt. Ab einer Verzogerungszeit von etwa 40 us treten Massenlinien von
Clustern der Form (H,0),H" und (H,0),Na™ im Spektrum auf, die allerdings
noch von den starken Signalen der Plasmalinien tiberragt werden. Diese Cluster

stammen vermutlich aus kilteren Fraktionen der Desorption.
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Abbildung 3.4: VUV-FLMALDI-Massenspektren von Alkalisalzen unterschiedlicher
Konzentrationen. Abb. a) zeigt das Spektrum von CaCl, (1073 M, Verzdgerungszeit 7 us,
TOF2). Neben den Ionisationsprodukten von Wasser sind Spuren von Na™ und K* zu
erkennen. Calcium wird als Ca™- und CaOH "-Ionen detektiert. Auch die Isotopenmuster
sind erkennbar. Die Abb.b) zeigt ein Spektrum von CaCl, in der Konzentration 1072 M
(Verzogerungszeit 13 us, MCP 2.0kV). Aufgrund der hoheren Konzentration werden nur
Ca™- und CaOH "-Ionen detektiert. Ein Spektrum von KCI in der Konzentration 1073 M
ist in Abb. c) abgebildet (Verzogerungszeit 7 us, TOF2). Auch hier sind nur einfach gela-
dene Ionen zu erkennen. Wird die Salzkonzentration noch weiter erhoht, werden andere
Ionen vollstandig unterdriickt, wie in Abb. d) deutlich wird. Diese zeigt das Massenspek-
trum von NaCl fiir die Konzentration 1 M (Verzogerungszeit 13 us, MCP 1.8kV).
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Abbildung 3.5: VUV-FLMALDI-Massenspektren von NaCl-Lésung (10~% M) fiir Ver-
zogerungszeiten von 13 — 60 us (MCP 2.3kV). Bei kurzen Verzogerungszeiten sind nur

die Plasmasignale zu erkennen, d.h. H;O" und Oy . Ab 40 us treten Signale von Wasser-

clustern und Natrium-Wasserclustern auf. Deren Clustergréfe nimmt bei spéaten Verzo-

gerungszeiten zu.
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3.2.3 VUV-FLMALDI-MS organischer Molekiile

Das Massenspektrum von reinem Ethanol in Abb. 3.6 bei kurzer Verzogerungszeit
zeigt, dass das Molekiil durch das Plasma vollstandig fragmentiert wird. Somit
wird eine massenspektrometrische Analytik von organischen Molekiilen oder sogar
Biomolekiilen in Bezug auf die Detektion unfragmentierter Spezies fast génzlich
verhindert. Erst die Massenspektren von spéten Desorptionsfraktionen zeigen un-

fragmentierte Molekiile, wie im Folgenden gezeigt wird.
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Abbildung 3.6: VUV-FLMALDI-Massenspektrum von reinem Ethanol (Verzogerungs-
zeit 7 us, TOF2). Das Spektrum besteht aus Fragmentionensignalen, das Muttermolekiil

ist vollstdndig fragmentiert.
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3.3 Desorption mittels VUV-Laser — MALDI

Im Folgenden wird dargestellt, wie die Messung von Massenspektren kélterer Frak-
tionen der VUV-initiierten Desorption das Problem der vollstdndigen Analytfrag-
mentierung vermindert. Da die Desorption mittels VUV-Strahlung fiir die bildge-
bende Massenspektrometrie gedacht ist, werden in diesem Abschnitt Ergebnisse
der Laserdesorption von festen und fliissigen Proben aufgefiihrt. Weiterhin wird ge-
zeigt, dass sich organische Matrizen weniger fiir die VUV-Desorption eignen, da ih-
re Fragmentlinien das Analytsignal tiberlagern. Abbildung 3.7 zeigt das Spektrum
von gefrorenem n-Heptan auf einem Aluminiumtrager. Frithe Fraktionen zeigen al-
lein Fragmentlinien. Fiir sehr spate Fraktionen treten immer noch Fragmentionen
auf. Dabei ist eine Zuordnung der Massenlinien zu einzelnen Ionen schwierig.

Fiir gefrorenes Methanol kénnen ab einer Verzogerungszeit von ca. 30 us Metha-
nolcluster der Form (CH;OH),H " detektiert werden, wie Abb. 3.8 zeigt. Fiir eine

Verzogerungszeit von 100 us werden fast ausschliefslich solche Cluster detektiert.
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Abbildung 3.7: VUV-MALDI-Massenspektren von gefrorenem n-Heptan auf Alumini-

um bei verschiedenen Verzogerungszeiten von 10 — 100 us.
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Abbildung 3.8: VUV-MALDI-Massenspektren von gefrorenem Methanol auf Alumini-
um fiir Verzogerungszeiten von 8 — 100 us. Bei kurzen Verzégerungszeiten iiberwiegen die
durch Plasma erzeugten Fragmentionen. Bei langen Zeiten werden zunehmend intakte
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3.3 Desorption mittels VUV-Laser — MALDI

3.3.1 Wassereis als Matrix

Das Problem der Uberlagerung von Analytsignal durch Matrixlinien tritt bei Was-
sereis als Matrix nicht auf. Wie das Massenspektrum in Abb.3.9a) zeigt, ist es
moglich die Aminosdure Histidin aus seiner gefrorenen Losung unfragmentiert zu
desorbieren. Dies ist bei einer Verzogerungszeit von etwa 40 us moglich. Auch Frag-
mentionen kénnen detektiert werden. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um de-
carboxiliertes Histidin (Histamin) bei m/z 110 und 109, deaminiertes Histamin bei
m,/z 95 sowie 4-Methylimidazol bei m/z 83. Allerdings ist die Konzentration des
Histidins mit 1072 M relativ hoch. Bei einer Erhéhung der Histidinkonzentration
auf 107! M steigt zwar nicht die Intensitéit des Muttermolekiilsignals an, aber das
Signal von Histidin und seiner Fragmente verdringt andere Spezies im Spektrum,
wie Abb. 3.9b) zeigt. Die hochste Intensitdat im Spektrum hat das Signal von Hi-

stamin.

3.3.2 Glycerol als Matrix

Da Wassereis im Vakuum schwierig zu handhaben ist, wurde untersucht, inwiefern
sich die bekannte, fliissige und einfach zu handhabende IR-Matrix Glycerol fiir die
VUV-Desorption eignet. Aus Glycerol konnte Histidin nicht desorbiert werden. Im
Spektrum sind nur die Massenlinien von Glycerol erkennbar. Wie Abb. 3.10a) und
Abb.3.10b) zeigen, sind sich die Spektren von Histidin in Glycerol und reinem
Glycerol bis auf die Intensitéat des Natrium- und Kaliumionensignals sehr &hnlich.
Beide zeigen Fragmentionen der Glycerolmatrix. Erst fiir sehr spate Verzogerungs-
zeiten von 83 ps konnen unfragmentierte Glycerolmolekiile als Natriumaddukte
detektiert werden, wie das Spektrum in Abb. 3.10¢) darstellt.
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Abbildung 3.9: VUV-MALDI-Massenspektren von gefrorener Histidin-Losung un-
terschiedlicher Konzentration auf Aluminium (Verzogerungszeit 43 us, MCP 2.2kV).
Abb. a) zeigt das Spektrum einer gefrorenen Histidin-Losung der Konzentration 1073 M.
Man erkennt das Mutterionensignal bei m/z 156 sowie Fragmentionen und Natrium-
Wassercluster (57 = (H,0),Na ™). Bei den Fragmentionen handelt es sich wahrscheinlich
um decarboxiliertes Histidin (Histamin) bei m/z 110 und 109, deaminiertes Histamin bei
m/z 95 sowie 4-Methylimidazol bei m/z 83. In Abb.b) ist das Spektrum fiir die Konzen-
tration 1071 M dargestellt. Das Spektrum zeigt das Mutterionensignal bei m,/z 156 sowie
Fragmentionen, aber keine Natrium-Wassercluster ((H,0),Na"). Neben den in Abb. a)
beschriebenen Fragmentionen sind zusétzlich Massenlinien bei bei m/z 69 und m/z 18 zu

erkennen, die vermutlich Imidazolfragmenten und NH4+ zuzuordnen sind.
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Abbildung 3.10: Abb.a) VUV-MALDI-Massenspektrum von Histidin in Glycerol
(Histidin 1073 M, Verzdgerungszeit 43 us, MCP 2.2kV). Es sind nur Kaliumcluster
(v = (Hy0),K") und Glycerolfragmente zu erkennen. Ein Histidinsignal ist nicht
sichtbar. Abb.b) VUV-MALDI-Massenspektrum von Glycerol auf Aluminium (1 uL,
Verzogerungszeit 43 us, MCP 2.2kV). Es sind hauptséchlich das Natrium- und Kali-
umion, Kalium-Wassercluster (7 = (H,0),K ™) und Glycerolfragmente zu erkennen.
Das Glycerol-Natriumaddukt zeigt nur ein schwaches Signal. Abb.c) VUV-MALDI-
Massenspektrum von Glycerol fiir eine Verzogerungszeit von 83 us (MCP 2.2kV). Es

werden unfragmentierte Glycerolmutterionen als Natriumaddukte detektiert.
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3.4 Desorption mittels IR-Laser — Fliissigstrahl

Die Desorption von fliissigem Wasser nach der Methode der Fliissigstrahldesorp-
tion (IR-FLMALDI) liefert die besten Ergebnisse. Fliissiges Wasser eignet sich
sehr gut als Matrix fiir die IR-MALDI. Auch werden nur geringe Analytkonzen-
trationen bendtigt. Im Falle der Aminosdure Arginin liegt das Detektionslimit bei
einer Konzentration von etwa 10~7 M. Eine Sammlung von Massenspektren einiger
Biomolekiile, wie Aminosduren und Proteine, ist in den Abbildungen 3.12 und 3.13

zu finden.

3.4.1 IR-FLMALDI-MS von Salzlésungen

Bei der IR-FLMALDI-MS von Salzen treten im Massenspektrum Clustersignale
auf. Die Zuordnung der Massenlinien zu den entsprechenden Clusterspezies kann
aufgrund von sich iiberlagernden Massen recht kompliziert werden. Allerdings blei-
ben Oxidationsstufen durch die Desorption unberiihrt und auch treten nur einfach
geladene Ionen im Spektrum auf, was die Problematik der Zuordnung etwas erleich-
tert. Als einfaches Beispiel dazu dient die Abbildung 3.11, in welcher Spektren von
wéssrigen CaCl,-Losungen dargestellt sind. Fiir Konzentrationen im Bereich von
1073 M werden bevorzugt Cluster der Form (H,0),(CaOH) ™ detektiert. Fiir ho-
here Konzentrationen tauchen Cluster der Form (H,0), (CaOH,),,(CaOH) * auf.
Im Allgemeinen lésst sich fiir Salzlésungen das Auftauchen verschiedener Cluster-
spezies in das folgende, am Beispiel von NaCl illustrierte, Muster einordnen. Fiir
kleine Konzentrationen bis 1072 M sind im Spektrum zunichst Wasseraddukte
des Kations dominant, z.B. in der Form (H,0),Na™. Falls es sich um ein mehr-
fach geladenes Kation handelt, so fungiert OH ™ als Gegenion, sodass die Netto-
ladung des Clusters +1 nicht iibersteigt. Steigt die Salzkonzentration auf etwa
1072 M, so werden Cluster gebildet, in denen OH  als Anion auftaucht, wie z.B.
(H,0),(NaOH),,Na . Fiir noch héhere Konzentrationen ab 10~* M nimmt m zu
und zusétzlich werden Cluster gebildet, in denen das Anion des Salzes auftaucht,
wie z.B. (H,0),(NaCl);Na". Dariiber hinaus erscheinen auch Mischcluster, wie
(H,0),,(NaOH),,(NaCl);Na". Dies fiihrt fiir hohe Konzentrationen schlieflich zu
komplex aussehenden Massenspektren, wie anhand der Abb. B.3 im Anhang illus-

triert wird. Um detailreiche Spektren von Losungen mit sehr hohen Salzkonzentra-
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tionen zu erzeugen, muss die Laserintensitit auf etwa 10° W/cm? erhéht werden.
Dies fiithrt zum Problem, dass bei manchen Laserschiissen bereits Plasma geziindet
wird.
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Abbildung 3.11: IR-FLMALDI-Massenspektren von CaCl, fiir die Konzentrationen
1073 M und 1072 M. Bei 1073 M sind Wassercluster mit schwacher Intensitit im Spek-
trum zu erkennen (x = (H,0),H ). Die mit m gekennzeichneten Massenlinien kénnen zu
Clustern der Form (H,0),,(CaOH) © und (H,0),,(CaCl) © gehdren, wobei die Isotopenli-
nien allerdings auch Cluster der Form (H,0),,(Na) * sein kénnen. Fiir die Konzentration
1072 M treten weitere Cluster auf, gekennzeichnet durch e. Diese konnen zu Clustern der
Form (H,0),(CaOH,)(CaOH) ", (H,0),(CaCl,)(CaOH) " und (H,0),(CaCl,)(CaCl) *
gehoren, da deren Massen fiir hinreichende n identisch sind. Wahrscheinlich ist jedoch,
dass chloridhaltige Cluster erst bei noch héheren Konzentrationen vermehrt auftreten,
wie dies auch bei NaCl der Fall ist [65]. (Verzogerungszeit 13 us, MCP 2.1kV).
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3.4.2 IR-FLMALDI-MS von Biomolekiilen

Die IR-FLMALDI eignet sich neben der Analytik von Salzen auch fiir die Detektion
von Biomolekiilen, wie Aminosduren und Proteine. Basische Aminosduren werden
bevorzugt im positiven Modus des Massenspektrometers detektiert und saure be-
vorzugt im negativen Modus. In der Abb.3.12 sind einige Massenspektren von
Aminoséduren beispielhaft aufgefithrt. Einer der Vorziige der IR-FLMALDI gegen-
iiber anderen Methoden liegt in ihrer Toleranz gegeniiber Probenverunreinigungen
durch Salze [65]. Auch Proteine konnen sanft mittels IR-FLMALDI desorbiert wer-
den. Massenspektren von Proteinen sind in Abb. 3.13 aufgefithrt. Wie Abb. 3.13b)
zeigt, lasst sich z.B. die holo-Form von Myoglobin, ein nicht kovalent gebundener

Komplex mit Ham b, unfragmentiert desorbieren.
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Abbildung 3.12: IR-FLMALDI-Massenspektren von Aminosduren und Peptiden.
Abb.a) zeigt das Spektrum des Tetrapeptids Arg-Gly-Asp-Ser in der Konzentration
1074M (MCP 2.0kV). Bei kleinen m/z sind Natrium-Wasser-Cluster zu erkennen.
Abb.b) zeigt das Spektrum der basischen Aminosiure Arginin in der Konzentration
1070 M. Diese Aminosiure kann bis zu einer minimalen Konzentration von 1077 M de-
tektiert werden (MCP 2.3kV). In der Abb.c) ist das Spektrum der weniger basischen
Aminosiure Lysin dargestellt (1073 M, MCP 2.3kV). Das Spektrum in Abb. d) wurde im
negativen Modus gemessen und zeigt Asparaginsiure in der Konzentration 1073 M (MCP
1.80kV). Im positiven Modus des Massenspektrometers ist diese Aminoséure kaum zu

detektieren.
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Abbildung 3.13: IR-FLMALDI-Massenspektren von Proteinen. Abb. a) zeigt das Spek-
trum von Myoglobin in der Konzentration von 10~ M. Durch den eingestellten sauren
pH wurde das Protein denaturiert und es ist nur die apo-Form des Proteins im Spek-
trum erkennbar, welcher die Him-Gruppe fehlt. Dagegen zeigt das Spektrum in Abb.b)
bei einem pH von 7 sowohl apo- als auch holo-Form von Myoglobin (10=% M). Dies un-
terstreicht die Sanftheit der Desorption mittels IR-FLMALDI, denn der nicht kovalent
gebundene Komplex aus Myoglobin und Ham b ldsst sich unfragmentiert desorbieren.
In beiden Spektren ist zusétzlich zweifach geladenes Protein zu erkennen. Abb. c) zeigt
das Spektrum von Lysozym und Abb.d) das Spektrum von Cytochrom C, beide in der
Konzentration 104 M.
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3.5 Desorption mittels IR-Laser — MALDI

Als Vergleich zur Desorption mittels VUV-Strahlung und um zu testen, inwiefern
sich der experimentelle Aufbau fiir MALDI-Desorption eignet, wurden zusétzlich
Messungen mit IR-Laserstrahlung durchgefiihrt. Die Massenspektren liefern eine

Referenz fiir die Messungen mittels VUV-Laser.

3.5.1 Wassereis als Matrix

In Abb. 3.14 ist das Massenspektrum einer gefrorenen Arginin-Losung der Konzen-
tration 0.1 M dargestellt. Neben der Massenlinie des protonierten Muttermolekiils
treten im Spektrum Arginin-Wassercluster sowie Argininoligomere auf. Die Bil-
dung von Oligomeren ist auf die hohe Konzentration des Arginins zuriickzufiihren.
Proteine konnten im Einklang mit der Literatur nicht in ausreichender Ausbeute
desorbiert werden.

Fiir gefrorene Salzlosungen ergeben sich die zu erwartenden Spektren von Clus-
tern. So zeigt Abb.3.15 das Massenspektrum einer gefrorenen NaCl-Losung der
Konzentration 0.1 M. Die auftretenden Cluster haben die Form (H,0),,(NaOH)Na *
und (H,0),Na . Da Eis bereits nach wenigen Laserschiissen verdampft ist, wurde
in diesem Fall auch der Probenhalter aus Edelstahl ablatiert. Beim Auftreffen der
Laserstrahlung auf Metalle entsteht sofort Plasma. Daher wurden neben den Mas-

senlinien der Zersetzungsprodukte von Wasser auch Eisen und Chrom detektiert.
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Abbildung 3.14: IR-MALDI-Massenspektrum von gefrorener Argininlésung (Arginin
0.1 M, Verzogerungszeit 25 us, MCP 1.9kV). Neben der Massenlinie des protonierten
Muttermolekiils treten im Spektrum Arginin-Wassercluster sowie Argininoligomere auf.

Die Bildung von Oligomeren ist auf die hohe Konzentration des Arginins zuriickzufiihren.
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Abbildung 3.15: IR-MALDI-Massenspektrum von gefrorener NaCl-Losung auf Edel-
stahl (NaCl 0.1 M, Verzogerungszeit 30 us, MCP 2.0kV). Der m/z-Bereich unterhalb von
70 zeigt, dass bereits Edelstahl desorbiert wurde und aufgrund des auftretenden Plasmas
auch Sauerstoffionen detektiert werden. Dennoch zeigt das Natriumion die héchste Si-
gnalintensitét. Die Natrium-Wasser-Cluster sind nochmals vergrofert abgebildet. Dabei
sind die Cluster folgendermafen gekennzeichnet, o = (Hy0),—0—10(NaOH)Na *-Cluster
und A = (H,0),=1-15Na " -Cluster.
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3.5.2 Glycerol als Matrix

Als Referenz zu der Laserdesorption aus Wassereis wurde auch fiir die IR-Laser-
desorption Glycerol als Matrix eingesetzt. Das Massenspektrum von reinem Gly-
cerol fiir eine Verzogerungszeit von 25 us ist in Abb. 3.16 dargestellt. Es zeigt sich,
dass Glycerol relativ stark mit den Alkaliionen Natrium und Kalium verunreinigt
ist. Obwohl das Kaliumion eine hohere Intensitit als das Natriumion im Spek-
trum besitzt, bildet Glycerol bevorzugt ein Natriumaddukt. Das Natriumaddukt
des Glycerols hat die stérkste Intensitdt im Spektrum. Auch Glycerol-Addukte
sind prasent. Bis zu einer Verzogerungszeit von 110 us kann noch Glycerolsignal
detektiert werden.

Die Matrix Glycerol eignet sich besser fiir die Desorption von Biomolekiilen als

Eis, wie das Massenspektrum einer wéssrigen Argininlésung in Glycerol, dargestellt
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Abbildung 3.16: IR-MALDI-Massenspektrum von Glycerol auf Aluminium (Verzoge-
rungszeit 25 us, MCP 2.1kV).
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in Abb. 3.17, zeigt. Die Probe wurde nach der dried-droplet-Methode vorbereitet.
Bereits bei einer Argininkonzentration von 1073 M ist das Signal fiir Arginin im
Spektrum am stéarksten. Aufgrund seiner starken Basizitéit tritt Arginin als pro-
tonierte Spezies auf. Weiterhin eignet sich Glycerol auch fiir die Desorption von
Proteinen, wofiir allerdings eine relativ hohe Analytkonzentration benétigt wird.
Dies konnte an der Verunreinigung des Glycerols durch Alkalisalze liegen. In der
Abbildung 3.18 ist das Massenspektrum von Lysozym in der Konzentration 1073 M
dargestellt. Auch hier wurde nach dem Verfahren der dried-droplet-Methode gear-
beitet. Neben der Linie des Muttermolekiils treten auch Oligomere von Lysozym
auf. Demnach eignet sich der experimentelle MALDI-Aufbau sehr wohl fiir eine
erfolgreiche Desorption von Proteinen. Im Vergleich zu kommerziellen MALDI-

Spektrometern, liefert dieser relativ einfache Versuchsaufbau sehr gute Ergebnisse.
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Abbildung 3.17: IR-MALDI-Massenspektrum von Arginin in Glycerol (Arginin
1073 M, 1 uL-Tropfen auf Edelstahl, Verzogerungszeit 25us, MCP 1.8kV). Trotz des

Auftretens von kationischen Matrixaddukten zeigt das protonierte Arginin das hdchste
Signal im Spektrum.
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Abbildung 3.18: IR-MALDI-Massenspektren von Lysozym in Glycerol (Lysozym
1073 — 107 M, Verzogerungszeit 40 ps fiir 1072 — 1074 M und 90 s fiir 1075 — 107% M,
MCP 2.3 — 2.44kV), Spektren gegléttet (Mittelung von je 30 angrenzenden Datenpunk-
ten). Die Signale sind sehr schwach und stark verrauscht. Trotzdem ist bei den hohen

Konzentrationen das Auftreten von Lysozym-Oligomeren zu erkennen.
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3.6 Vergleich der Plasmaziindung fiir

verschiedene Laserintensitaten

Auch bei einer Wellenldnge von 2850 nm und geringen Laserintensitédten im Be-
reich von 10 W/cm? kann eine oberfliichliche Plasmaziindung festgestellt werden,
wie in Abb. 3.19 a) gezeigt. Die Ursache hierfiir sind die hohe Absorption und kurze
Eindringtiefe der Laserstrahlung. Allerdings ist dies nur optisch detektierbar und
es gibt keinerlei Auswirkungen auf die erhaltenen Massenspektren. Um eine gute
Desorption der Analytionen und somit ein optimales Massenspektrum zu erhalten,
ist es von Vorteil, wenn der Wasserstrahl auf der vom Spektrometer abgewandten
Seite vom Laser getroffen wird. So kann die sich ausbreitende Schockwelle den
Wasserstrahl in Richtung Spektrometer durchlaufen und dispergieren. Wie be-
schrieben, kann oberhalb von 10° W /cm? bei der IR-FL-MALDI Plasma geziindet
werden, welches eine Detektion von Wasserfragmenten zur Folge hat. Dabei er-
leichtert eine hohe Salzkonzentration im Wasserstrahl die Plasmaziindung, d.h. es
wird eine geringere Laserintensitit bendtigt, als z.B. Plasma in reinem Wasser zu
ziinden. Dieses Phanomen ist bekannt und begriindet sich aus der erniedrigten In-
tensitatsschwelle fiir die Kaskadenionisation des laserinduzierten optischen Durch-
bruchs (laser induced optical breakdown) [381, 82]. Das Foto in Abb.3.19b) zeigt
diese Plasmaziindung. Hohere Laserintensititen als 2 x 10° W /ecm? konnten mit
dem OPO-Lasersystem nicht erreicht werden. Zur Erzeugung hoherer Laserinten-
sitdten von 2 x 10 W/cm? wurde die Fundamentale des Nd:YAG-Lasers genutzt
(A = 1064 nm). Die damit erzeugten Spektren sind im Abschnitt 3.3.1 von Teil 1T
zu finden. Ein Foto vom Laserbeschuss des Wasserstrahls mit dieser Intensitét ist
in Abb. 3.19 ¢) abgebildet. Die durch Plasmadesorption erhaltenen Massenspektren
unterscheiden sich kaum, d.h. die eingesetzte Laserwellenldnge spielt keine grofie
Rolle.

3.7 Fazit und Ausblick

Beim Vergleich der Matrizen Wassereis und Glycerol zeigt sich fiir IR-Wellenldngen
deutlich der Vorzug des Glycerols. Zum einen ist die Handhabbarkeit von Glycerol

im Vakuum wesentlich unkomplizierter. Wassereis muss temperiert werden und
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a b <)

Abbildung 3.19: Plasmaziindung im Wasserstrahl. Bild a) zeigt die Dispersion des
Wasserstrahls durch Laserbeschuss mit einer Wellenldnge von 2850 nm und der, zur stan-
dardméfigen Desorption eingesetzten, geringen Laserintensitit von 102 W/cm?. Bild b)
zeigt das Ziinden von Plasma bei Laserintensititen groRer als 109 W/em?2. In Bild c)
wird der Wasserstrahl mit Laserstrahlung mit einer Wellenldnge von 1064 nm und einer
Intensitit von 1.6 x 10'° W /cm? beschossen.

léisst sich sehr leicht ablatieren, so dass die Eisoberfliche nur wenige Laserschiis-
se aushalt, bevor sie vollstandig verdampft ist. Glycerol hingegen ist hochviskos
und zieht sich nach Laserbeschuss in seine urspriingliche Form zuriick. So wird
fiir jeden Schuss eine ebene und neue Oberflache geschaffen, wodurch sich die Re-
produzierbarkeit der Messungen stark erhoht. Zum anderen lassen sich auch grofe
Biomolekiile, wie Proteine, aus Glycerol desorbieren, wohingegen dies fiir Eis nicht
oder nur mit sehr schlechter Ausbeute gelingt. Allerdings ist es mdglich Amino-
sduren aus ihren gefrorenen Losungen zu desorbieren. Fiir beide Matrizen ist die
Analytionenausbeute gering und es werden hohe Analytkonzentrationen benotigt.
Fliissiges Wasser liefert hier, wie zu erwarten, die besten Ergebnisse. Bei der De-
sorption mit VUV-Strahlung scheint wiederum Wassereis eine bessere Matrix zu
sein. Einerseits ist seine lonisierungsenergie hoher und andererseits iiberlagern auf-
tretende Linien von Zersetzungsprodukten aufgrund ihres Auftretens in einem ein-
geschréankten Massenbereich Analytsignale nicht so stark, wie dies bei organischen
Matrizen der Fall ist.

Es konnte gezeigt werden, dass es moglich ist Aminoséduren aus ihrer gefrorenen
Losungen mittels VUV-Laser zu desorbieren. Dabei konnen auch unfragmentierte
Muttermolekiile mit hoher Signalintensitdt im Spektrum detektiert werden. Al-

lerdings funktioniert dies nur fiir sehr kleine Strahlungsintensitdten und grofsen
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Verzogerungszeiten, d.h. es werden die langsameren, kalten Desorptionsfraktionen
zur Analytdetektion herangezogen. Friithe Fraktionen werden im Plasma vollstéan-
dig fragmentiert. Massenspektren dieser Fragmentionen kénnten fiir eine Elemen-
taranalyse dienen. Interessanterweise werden trotz der hohen Photonenenergien
ausschlieflich einfach geladene Spezies detektiert.

Somit scheint es, dass die VUV-Laserdesorption bislang nur eingeschréankt fiir
die Bioanalytik nutzbar ist. Zukiinftig wird versucht werden, VUV-Laserquellen
an kommerzielle MALDI-Massenspektrometer zu koppeln und den hohen Sensiti-
vitédtsvorteil zu nutzen. Auch ist es interessant, die Auswirkungen der Verdnderung

von Laserfoki und Pulsldngen auf die Desorption zu untersuchen.

67






Teil 11
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Kapitel 1

Einleitung

Dieser Teil der Arbeit beschéftigt sich mit der Frage, ob der eisige Saturnmond
Enceladus einen fliissigen Wasserozean unter seiner Eiskruste verbirgt und somit
ein Habitat fiir auferirdisches Leben sein konnte. Den Schliissel zur Klarung die-
ser Frage liefert die Analyse von massenspektrometrischen Daten vom Inneren des
Mondes, aufgenommen durch die Weltraumsonde Cassini. Dafiir wurden Massen-

spektren salzreicher, wissriger Losungen im Labor erstellt [83].

1.1 Cassini und Enceladus

Die Weltraumsonde Cassini (siche Abb. 1.1) wurde im Oktober 1997 auf den Weg
gebracht und erreichte 2004 den Saturn. Ihre Mission! ist die Untersuchung des Sa-
turnsystems und unter anderem die Untersuchung des hochinteressanten Mondes
Enceladus. Er ist der sechstgrofste Mond des Saturn und befindet sich im diffu-
sen E-Ring. Enceladus besteht hauptsédchlich aus Wassereis mit einem Kern aus
Gestein, hat einen mittleren Durchmesser von etwa 500 km, eine mittlere Dichte
von 1.6g/cm?® und seine Oberflichentemperatur liegt im Mittel bei 72K (siche
Abb. 1.2). Die Besonderheit von Enceladus ist seine geologische Aktivitét. An der
Stidpolregion des Enceladus sind 100 km lange und mehrere km tiefe Risse beob-
achtet worden, die vier sogenannten Tigerstreifen (tiger stripes), welche in Abb. 1.3
erkennbar sind. Aus diesen Rissen schiefen geysirdhnliche Fontédnen (plumes) bis
zu 500 km weit ins Weltall hinaus (siche Abb. 1.2). Diese Fonténen bestehen tiber-

!Internetseite der NASA zur Cassini Mission http://saturn. jpl.nasa.gov/index.cfm.
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wiegend aus Eispartikeln (0.3 — 3 um) und Gasen, wie H,O, CO, und N,. Inter-
essanterweise sind auch kurzkettige Kohlenwasserstoffe, Ammoniak sowie Schwe-
felwasserstoff nachgewiesen worden [84]. Diese Fonténen bilden den Ursprungsort
des E-Rings und sorgen auf Enceladus fiir eine diinne Atmosphére [85]. Eine wei-
tere Besonderheit des Enceladus ist seine Temperatur. Die Oberflachentemperatur
am Siidpol ist bis zu 20 K warmer als sonst, was nicht durch Sonneneinstrahlung
erklart werden kann (siehe Abb.1.2). In den Rissen wurden an den Ursprungsor-
ten der Fonténen in neusten Aufnahmen sogar Temperaturen bis zu ,heiffen” 190 K
festgestellt [34].

Unter der salzfreien Eisschicht des Mondes wird seit 2006 ein Ozean aus fliissigem
Wasser vermutet [36, 87]. Ob dieser Ozean noch immer fliissig ist, wurde lange
diskutiert. Ein Schliissel zur Kldarung ist die Analyse der Eispartikel der Fonténen,
denn sie liefert direkten Einblick in das Innere des Mondes. Laut Berechnungen

von Zolotov miisste ein fliissiger Ozean, der mit dem Gesteinskern des Mondes in
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Abbildung 1.1: Bild und Beschreibung der Cassini Raumsonde. Das Bild in Abb. a)
zeigt ein Foto der Raumsonde Cassini. In Abb. b) sind die wichtigsten Bestandteile der
Sonde markiert. Die Bilder sind adaptiert von der NASA http://saturn. jpl.nasa.

gov/index.cfm.
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1.2 Der Partikeldetektor — Cosmic Dust Analyzer

Verbindung steht, tiberwiegend aus alkalischer NaCl-Losung bestehen (pH = 8 —
11) und zusétzlich HCO, -Ionen beinhalten [36].

An Bord der Cassini-Raumsonde befindet sich der Cosmic Dust Analyzer? (CDA),
der zur Untersuchung von Staubpartikeln entwickelt wurde [88, 89]. Mit dessen
Hilfe konnten Massenspektren von den Eispartikeln des E-Ringes aufgenommen
werden, die zeigen, dass es sich tatsdchlich um salzreiche Wassereispartikel han-
delt. Da bei den durch Cassini aufgenommenen Massenspektren Unklarheiten bei
der Zuordnung der Signale auftraten, wurden in dieser Arbeit im Labor Vergleichs-
messungen mittels Fliissigstrahl-Laserdesorptionsmassenspektrometrie (sieche Ab-
schnitt 1.2 in Teil I) angefertigt, um die Messungen zu untermauern. Die Ergebnisse
bestatigen die Messungen des CDA und zeigen, dass es sich bei der Zusammenset-
zung der analysierten Eispartikel um dieselbe handelt, wie von Zolotov vorausge-
sagt. Dies bestétigt die Vermutung, dass sich unter der Eiskruste des Enceladus ein
fliissiger Ozean befindet [83]. Neben dem Vorkommen von fliissigem, salzreichem
Wasser konnten wiahrend Vorbeifliigen an Enceladus auch Ammoniak, Schwefel-
wasserstoff und organische Molekiile detektiert werden. Dies kann als Indikator
dafiir angesehen werden, dass es auf Enceladus extraterrestrisches Leben geben
kénnte [90].

1.2 Der Partikeldetektor — Cosmic Dust Analyzer

Der Cosmic Dust Analyzer (CDA) besteht aus mehreren Unterkomponenten, die
zur Aufgabe haben, den kosmischen Staub bestmoglich zu charakterisieren. Im
Folgenden wird nur die grobe Funktionsweise des Staubanalysierers (DA) wieder-
gegeben und fiir eine genaue Beschreibung des Systems auf die Literatur verwiesen,
insbesondere auf Srama et al. [38, 89]. Neben Einschlagsraten kénnen Einschlags-
richtung, Finschlagsgeschwindigkeit, Ladung, Masse und die chemische Zusam-
mensetzung der Staubpartikel detektiert werden. Der Detektor ist etwa 51 cm lang
und hat einen Durchmesser von 45cm. Ein Foto des Detektors ist in Abb.1.4a)
aufgefiihrt. Anhand der schematischen Zeichnung in Abb.1.4b) werden die drei
Einzelkomponenten des DA beschrieben. Das Entrance Grid (EG), der Impact

2Internetseite der Heidelberg Cosmic Dust Research Group http://www.mpi-hd.mpg.de/
dustgroup/.
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Abbildung 1.2: Der Mond Cassini und seine Oberflichentemperatur. Bild a) zeigt den
Mond Enceladus, an dessen Siidpolregion die vier Wasserfontdnen deutlich erkennbar
sind. Dieses Bild wurde am 25.12.2009 von der Nahwinkelkamera der Cassini Raumsonde
aufgenommen. Der Abstand von der Raumsonde zum Mond betrug 617000 km. Um die
lange der Fontédnen besser sichtbar zu machen ist in Abb. b) ein Falschfarbenbild des
Enceladus dargestellt. Im Bild ¢) ist das erstaunliche Warmebild des Mondes abgebildet.
Es wurde am 14.07.2005 in einem Abstand von 84000 km durch das Infrarotspektrometer
(Wellenléngenbereich 9 — 16.5 um) der Raumsonde aufgenommen und zeigt die deutlich
warmere Stdpolregion. Eigentlich sollte der Siidpol, wie auf der Erde, kilter sein als der
Rest der Oberflache. Durch neue Messungen wurden die Ursprungsorte der Fonténen an
der Siidpolregion mit Temperaturen von bis zu 190 K gefunden. Die Bilder sind adaptiert
von der NASA http://saturn. jpl.nasa.gov/index.cfm.
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1.2 Der Partikeldetektor — Cosmic Dust Analyzer

a) b)

March 2008 CIRS map

November 2009 CIRS map

Abbildung 1.3: Nahaufnahme von Enceladus und Wéarmebild der Tigerstreifen. Die
Nahaufnahme in Bild a) ist ein Falschfarbenmosaik aus mehreren Nahaufnahmen und
wurde am 14.07.2005 aufgenommen. Es zeigt Enceladus und seine geologisch aktive Ti-
gerstreifenregion am Siidpol, hier rot markiert. Das Bild b) zeigt ein Warmebild der
Tigerstreifenregion aufgenommen im Mérz 2008 und eine Ausschnittvergréferung, auf-
genommen am 21.11.2009 durch das Infrarotspektrometer von Cassini. Das letztere wurde
in einem Abstand von etwa 2000 km aufgenommen. Es zeigt tiefe Risse, aus denen die
Wasserfontdnen aufsteigen. Die gemessenen Temperaturen reichen bis zu 190 K. Bild-

quelle: NASA http://saturn. jpl.nasa.gov/index.cfm.

Tonization Detector (IID) aus Gold und die hier wichtigste Komponente, da fiir
die Massenspektrenerzeugung essentiell, der Chemical Analyzer (CA) aus Rho-
dium. Das EG dient als Ladungsdetektor und steuert gleichzeitig die Schaltung
der Hochspannungsversorgung fiir den Massenspektrometerteil der Apparatur, den
CA. Um Strom zu sparen, wird die Hochspannung nur bei Partikeleintritt geschal-
tet. Partikelaufschlige mit hohen Einschlagsgeschwindigkeiten auf den IID und
CA erzeugen ein Einschlagsplasma. Es entstehen Partikel- und Targetfragmente,
neutrale Atome, Ionen und Elektronen. Uber ein elektrisches Feld werden Elektro-
nen (gesammelt durch das Target) und Ionen (gesammelt durch das Ionengitter

QI) getrennt und alle auftretenden Ladungsédnderungen verstérkt und detektiert.

Auswertbare Massenspektren konnen nur erzeugt werden, wenn Staubpartikel

auf dem Chemical Analyzer Target (CAT) einschlagen. An diesem liegt ein Poten-
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tial von +1kV an, welches positive Ionen durch ein geerdetes Gitter in Richtung
Ionengitter (—0.35kV) und Multiplier beschleunigt. Die Runde Form des ~ 16 cm
im Durchmessser groffen CAT begiinstigt die Fokussierung in Richtung Multiplier.
Die Flugstrecke dieses Time-of-Flight-Spektrometers betragt 230 mm und die re-
sultierende Massenauflosung (m/Am) liegt bei 20 — 50 fiir einen detektierbaren
Massenbereich bis etwa 120 Da. Mit diesem Detektor konnen Partikel mit Massen
von 1 x 10712 — 5 x 107*® kg und Geschwindigkeiten von 1 — 100 km/s detektiert
werden [91].

1.3 Simulation der Cassini-Spektren mittels
IR-FLMALDI

Um die durch Cassini ibermittelten Massenspektren im Labor zu simulieren, wur-
den Messungen mittels laserinduzierter Fliissigstrahldesorptions-Massenspektro-
metrie (IR-FLMALDI) durchgefiihrt. Diese Methode ist im Abschnitt 1.2 von Teil
genauer beschrieben. Bei der IR-FLMALDI wird mittels IR-Laser ein Wasserstrahl,
der Analytionen enthélt dispergiert, und die Ionen desorbiert. Beim Aufschlag von
Eispartikeln auf den Detektor der Cassini-Sonde werden ebenfalls Ionen desorbiert.
Bei kleinen Einschlagsenergien, also geringer Geschwindigkeit der Eispartikel, er-
folgt dabei keine Ionisation bzw. es tritt kein Plasma auf. Die Massenspektren der
Cassini-Sonde konnen mit zwei unterschiedlichen Verfahren nachgebildet werden.
Zum einen kann der Einschlag von Partikeln auf den Detektor im Labor des Max-
Planck-Insituts fiir Kernphysik in Heidelberg® direkt durchgefiihrt werden. Dieser
Detektor ist eine exakte Kopie des Detektors der Cassini-Sonde und wird zu Kali-
brierungszwecken benutzt. Die Teilchenbeschleunigung erfolgt {iber einen Van-de-
Graaf-Generator, der Partikel elektrostatisch auflidt und je nach ihrer Masse auf
bis zu 50 km/s beschleunigt [92]. Der grofite Nachteil dieses Aufbaus ist allerdings,
dass sich Wassereispartikel nicht ausreichend beschleunigen lassen, da ihre Leitfa-

higkeit nicht grof genug ist. Ebenso gilt dies fiir organische Partikel oder Silikate.

3Internetseite der Heidelberg Dust Accelarator Group http://www.mpi-hd.mpg.de/

dustgroup/laboratory/overview.html.
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1.3 Simulation der Cassini-Spektren mittels IR-FLMALDI

a) b)
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Abbildung 1.4: Bild und Funktionsweise des Cosmic Dust Analyzer (CDA). Ein Foto
des CDA ist links in a) abgebildet. In Abb. b) sind die Einzelkomponenten des CDA er-
lautert. Ein auswertbares Massenspektrum wird nur erzeugt, wenn ein Staubpartikel mit
ausreichender Grofe und Geschwindigkeit auf die Rhodiumplatte, das sogenannte Che-
mical Analyzer Target (CAT) aufschldgt und die erzeugten Ionen mittels Multiplier de-
tektiert werden. Die Bilder sind bezogen bzw. adaptiert von der Heidelberg Cosmic Dust

Research Group http://www.mpi-hd.mpg.de/dustgroup/cassini/images_cda.html.
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Zwar ist es moglich die Oberflache iiber ein chemisches Beschichtungsverfahren
leitfahig zu machen, nur funktioniert dies nicht fiir Eispartikel [93].

Daher wurde zur Nachbildung der Cassini-Spektren die IR-FLMALDI ausge-
wahlt. Dabei spielt es im Prinzip keine Rolle, ob das Wasser fliissig oder gefroren
ist, da beim Einschlag von Eispartikeln auf den Detektor diese schmelzen bzw.
verdampfen. Ebenfalls werden bei der Desorption aus fliissigem Wasser und Eis
gleiche Ergebnisse erzielt (siehe auch Abb.3.15 in Teil I). Allerdings ist der Was-
serstrahl im Vakuum wesentlich besser handhabbar als eine Eisoberfliche und hat
weiterhin den Vorteil, dass sich die Wasserstrahloberfliche konstant erneuert. Zu-
dem wird bei der IR-FLMALDI ein TOF-MS mit hoher Massenauflosung einge-
setzt. Dies erleichtert die Identifikation von Clusterspezies im Spektrum enorm. Die
Massenspektren der Cassini-Sonde und der durch IR-FLMALDI erzeugten unter-
scheiden sich nur in ihrer Auflésung. Daher wird vermutet, dass der zugrundelie-
gende Ladungsmechanismus in beiden Féllen, Desorption durch Partikeleinschlag
und Wasserstrahldesorption, auf das Prinzip der Ladungserzeugung durch schnelle
Ladungstrennung zuriickzufiihren ist. Dieser Mechanismus der Ladungserzeugung
wurde bereits in Abschnitt 1.2.2 des Teils I besprochen. Bei hohen Einschlags-
energien der Partikel tritt die Bildung von Plasma auf, und die resultierenden
Massenspektren unterscheiden sich stark von denen ohne Plasmabildung. Auch
diese Spektren konnen mittels FLMALDI nachgebildet werden, wenn die Laserin-
tensitdt hoch genug ist, um Plasma zu ziinden. Dabei spielt es fiir die Spektren
prinzipiell keine Rolle welche Laserwellenldnge zum Einsatz kommt, da alle Spek-
tren, bei denen Plasma erzeugt wird, dhnlich aussehen. Diese zeichnen sich durch
vollstdndige Fragmentierung von organischen Analyten sowie der Matrix aus und

zeigen nur geringe bis keine Clusterbildung.

1.4 Vergleich der Desorptionsarten von
IR-FLMALDI und Einschlagsdesorption

Bislang wurde angenommen, dass der Partikeldetektor der Cassini-Raumsonde
nur funktioniert, wenn die einschlagenden Partikel schnell genug sind, um bei der

Kollision auf den Detektor ein Plasma zu erzeugen, also die Partikel ionisiert wer-
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den. Allerdings zeigen neue Messungen der Raumsonde, dass auch Massenspektren
von Eispartikeln mit kleinen kinetischen Einschlagsenergien detektiert werden kon-
nen [83]. Weiterhin zeigen diese Massenspektren Signale von Natriumwasserclus-
tern, wie sie bei der IR-FLMALDI, also bei kleinen Desorptionsenergien, auftre-
ten [65, 94]. Dabei ist schon lange bekannt, dass beim Aufschlag von neutralen
Wasserclustern auf eine Oberfliche geladene Fragmente erzeugt werden [71-73].
Selbst im makroskopischen Mafsstab kénnen dadurch geladene Fragmente erzeugt
werden [95]. Die kinetischen Energien der Einschlagsgeschwindigkeiten liegen dabei

weit unter der Ionisierungsenergie der Cluster.

Je nach Geschwindigkeit der einschlagenden Partikel, kann zwischen harten und
sanften Aufschldgen unterschieden werden, d.h. zwischen Einschlagen mit hohen
und niedrigen kinetischen Energien. Bei harten Aufschldgen werden die Partikel
ionisiert und Plasma erzeugt, bei sanften fiihrt die schnelle Dispersion zu einer
Ladungserzeugung durch Ladungstrennung. Demnach ist es hoch wahrscheinlich,
dass die Ladungserzeugung beim Einschlag mit niedrigen Geschwindigkeiten auch
nach dem Mechanismus der schnellen Ladungstrennung verlauft, wie sie im Ab-
schnitt 1.2.2 von Teil I beschrieben ist.

Um dies weiter zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit Laserdesorptionsmes-
sungen mit unterschiedlichen Laserintensititen und Laserwellenldngen durchge-
fithrt, um die im Weltall aufgenommenen Massenspektren qualitativ und quanti-
tativ nachzubilden und zu zeigen, wie ahnlich sich Einschlagsdesorption und La-

serdesorption sind.

In Abb. 1.5 werden Einschlagsdesorption und Fliissigstrahldesorption bildlich
verglichen. Die Einschlagsdesorption, wie sie beim Partikeldetektor und sanften
Partikelaufschldgen vorkommt, ist in Abb. 1.5a) dargestellt. In Abb. 1.5b) ist die
Fliissigstrahldesorption, durchgefiihrt mit vergleichbaren Desorptionsenergien, ab-
gebildet. In Abb. a) treffen sehr schnelle Eispartikel auf das Metalltarget des CDA
und werden fragmentiert. Die geladenen Fragmente werden per Hochspannungspo-
tential (HV) in Richtung Detektor beschleunigt und nach einer bestimmten Flug-
zeit detektiert (Time-of-Flight-MS). Die Flissigstrahldesorption in Abb.b) zeigt
die Dispersion eines Mikrofliissigkeitsstrahls im Vakuum. Die erzeugten, geladenen
Fragmente werden mittels Flugzeitmassenspektrometer analysiert. Natiirlich wer-

den bei der Ladungserzeugung iiber schnelle Ladungstrennung positiv sowie nega-
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tiv geladene Ionen generiert. Im Falle des CDA werden negativ geladene Teilchen
aber aussortiert, weshalb die Labormessungen im positiven Modus des Massen-

spektrometers durchgefiihrt wurden.

b)
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Abbildung 1.5: Vergleich von Einschlagsdesorption a), wie sie beim Partikeldetektor
und sanften Einschldgen vorkommt, und Fliissigstrahldesorption b), durchgefiihrt mit
vergleichbaren Desorptionsenergien. In a) treffen sehr schnelle Eispartikel auf das Me-
talltarget des CDA und werden dispergiert. Die geladenen Fragmente werden per Hoch-
spannungspotential (HV) in Richtung Detektor beschleunigt und nach einer bestimmten
Flugzeit detektiert (Time-of-Flight-MS). Die Fliissigstrahldesorption in b) zeigt die Di-
spersion eines Mikrofliissigkeitsstrahls im Vakuum. Die erzeugten, geladenen Teilchen
werden mittels Flugzeitmassenspektrometer analysiert. Natiirlich werden bei der La-
dungserzeugung tiber schnelle Ladungstrennung positiv sowie negativ geladene Ionen
generiert. Im Falle des CDA werden negativ geladene Teilchen aber aussortiert, weshalb

die Labormessungen im positiven Modus des Massenspektrometers durchgefiihrt wurden.
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Die Messungen der Salzlosungen wurden mit der Methode der Fliissigstrahldesorp-
tions-Massenspektrometrie durchgefiihrt. Deren experimentelle Grundlagen wur-

den bereits im Teil I in Kapitel 2 beschrieben.

2.1 IR-Laser-System (A = 1064 nm)

Fiir die Messungen bei einer Laserwellenldnge von 1064 nm wurde ein dhnlicher
Aufbau wie fiir die Messungen bei A = 2850 nm verwendet. Es wurde die Fun-
damentale des beschriebenen Nd:YAG-Lasers benutzt. Dafiir wurde der OPO aus
dem Strahlengang entfernt und der halbdurchléssige Spiegel durch einen Goldspie-
gel ersetzt. Die Laserintensitat wurde iiber die Blitzlampenspannungsversorgung
auf etwa 1.6 x 10 W /cm? eingestellt.

2.2 Intensitatsabhangige Messungen

Bei den Desorptionsmessungen fiir unterschiedliche Laserintensitdten wurden die
Intensitéten liber die Grofe des Laserfokus eingestellt und berechnet. Der Laser-
fokus wurde tiber das Verfahren der bewegten Messerschneide (knife-edge method)

ausgemessen.
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2.3 Probenvorbereitung

2.3.1 Eingesetzte Chemikalien und Materialien

Natriumchlorid, Kaliumchlorid und Natriumhydrogencarbonat wurden von Merck,
Lithiumchlorid, Rubidiumchlorid und Céasiumchlorid wurden von Sigma-Aldrich
bezogen.

Das verwendete Wasser wurde doppelt destilliert (ddH,O) und mittels Millipore

Milli-Q Wasserreinigungssystem gereinigt.

2.3.2 Ansatz der Probelosungen

Alle Reagenzien wurden ohne weitere Aufbereitung eingesetzt. Als Losungsmittel
kam bidestilliertes, gereinigtes Wasser zum Einsatz. Alle Losungen wurden vor ih-
rem Einsatz frisch angesetzt. Alle folgenden Konzentrationen sind in mol - L™! (M)
angegeben. Fiir die Konzentrationsreihen wurde zunéchst die Losung der hochs-
ten Konzentration (107! M) angesetzt und daraus durch sukzessive Verdiinnung
die niedriger konzentrierten Losungen hergestellt. Gemessen wurden die Losungen

dann aufsteigend von der niedrigsten zur hochsten Konzentration.

2.4 Datenaufnahme

Das Massenspektrometer der Cassini-Sonde besitzt keine verzogerte Extraktion.
Der Startpunkt der Flugzeitmessung wird auf den Auftritt eines Einschlagsereig-
nisses gelegt. Zum einen ergeben sich dadurch sehr breite Massenlinien, d.h. die
Auflosung ist gering. Zum anderen erfolgt die Datenaufnahme gemittelt tiber die
gesamte Verteilung des erzeugten lonen-plumes. In unserem Fall werden Ionen
nach einer eingestellten Verzogerungszeit nicht mehr detektiert, da sie vom Feld
der Repeller-Blende abgeblockt werden. Es wird im Prinzip ein Ausschnitt aus
dem ankommenden Ionenstrom erzeugt und detektiert. Um diesen Ausschnittsef-
fekt zum umgehen, aber gleichzeitig nicht die hohe Auflésung zu verlieren, wurden
Massenspektren fiir bestimmte Verzogerungszeiten in einem Intervall gemittelt.

Dabei lagen die Verzogerungszeiten im Zeitintervall, in welchem Ionen detektiert
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wurden. Das Verzogerungszeitintervall lag im Allgemeinen bei 12 — 29 us. Im Ab-
stand von 1 us wurden Massenspektren fiir dieses Verzogerungszeitintervall aufge-

nommen und summiert.
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Ergebnisse und Diskussion

Da die Eispartikel des E-Ringes aus dem Saturn-Mond Enceladus herausgeschossen
werden, liefert die chemische Zusammensetzung der Partikel Aufschluss iiber das
Innere des Mondes, insbesondere, ob es unterhalb der Eiskruste ein Reservoir an
fliissigem Wasser gibt (siehe Abschnitt 1.1). Die mit dem Comic Dust Analyzer
an Bord der Cassini-Sonde aufgenommenen Massenspektren der E-Ring-Partikel
bieten demnach direkten Einblick in das Innenleben des Enceladus.

Von der Raumsonde Cassini konnten im Zeitraum von Oktober 2004 bis De-
zember 2005 mehrere tausend Massenspektren aufgenommen werden. Diese mit
Hilfe des CDA aufgenommen Massenspektren lassen sich zunéchst in Spektren von
Eispartikeln mit niedrigen und hohen Einschlagsenergien kategorisieren. Dabei er-
folgt die Ladungserzeugung bei kleinen Energien nach dem Prinzip der schnellen
Ladungstrennung (Einschlagsgeschwindigkeiten von ~ 5km/s). Bei hohen Energi-
en wird ein Einschlagsplasma erzeugt (Einschlagsgeschwindigkeiten von ~ 15km/s).
Der Ubergang zwischen diesen Desorptionsbedingungen ist fliekend. Dabei ist das
Augenmerk vor allem auf die Spektren mit kleinen Einschlagsenergien gerichtet,
da anhand der detektierten Salzcluster Riickschliisse auf die zugrundeliegenden
quantitativen Zusammensetzungen der Eispartikel gezogen werden kénnen. Da der
Mechanismus der Ladungserzeugung bei kleinen Einschlagsenergien auf demsel-
ben Prinzip beruht, wie bei der FL-IR-MALDI, nédmlich der schnellen Ladungs-
trennung, wurden im Labor Spektren unterschiedlicher Salzkonzentrationen auf-
genommen und durch Vergleich der Cassini-Spektren und Laborspektren auf die
zugrundeliegenden Salzkonzentrationen in den E-Ring-Partikeln geschlossen (siehe
Abschnitt 1.2.2 und 1.4). Zusétzlich erleichtern die im Vergleich zu den Cassini-
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Spektren hochaufgelosten Laborspektren eine Zuordnung der auftretenden Mas-

senlinien zu etwaigen Clustern erheblich.

3.1 Einschlage von Partikeln mit niedrigen

kinetischen Energien

3.1.1 Partikel mit niedrigen Salzkonzentrationen

Wie beschrieben konnten durch die Raumsonde Massenspektren fiir Eispartikel
mit niedrigen Einschlagsenergien aufgenommen werden. Dabei wurde das Auftre-
ten von natriumarmen Clustern zunéchst auf eine Verunreinigung des Detektors
zuriickgefiihrt [96]. Diese Annahme konnte allerdings durch neue Untersuchungen
widerlegt werden [97|. Denn Partikelspektren aufserhalb des E-Rings weisen viel
kleinere Haufigkeiten von Na*-Linien auf, als Spektren der natriumarmen E-Ring-
Partikel. Weiterhin kénnen die Spektren mit sehr hohen Salzkonzentrationen nicht
iiber eine Detektorkontamination erklart werden.

Die Abbildung3.1a) zeigt das summierte Cassini-Spektrum fiir Partikel mit
niedrigen Salzkonzentrationen. Die iiberwiegend auftretenden Wassercluster ha-
ben die Form (H,0),H" mit n = 2 — 8. Auferdem sind Linien von Na® und
Natriumhydrat-Tonen der Form (H,0),Na™ mit n = 1 — 6 vorhanden. Da die Sen-
sitivitdt des Detektors mehrere hundertmal hoher fiir Natrium ist als fiir Wasser,
heift dies, dass die Eispartikel Na™ nur in Spuren enthalten. Im Vergleich da-
zu zeigt Abb. 3.1b) das entsprechende Laborspektrum einer wéssrigen Salzlosung
mit einer NaCl-Konzentration von 10~ M, aufgenommen mittels FL-IR-MALDI-
Technik. Es zeigt dieselben Cluster-Charakteristika, wie das Spektrum der natri-
umarmen E-Ring-Eispartikel. Auch hier iiberwiegen die Wassercluster im Spek-
trum ((H,0),H", n = 2 —6). Na' und seine Hydrate ((H,O),Na", n =1 —5)

treten ebenfalls auf.
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3.1.2 Partikel mit hohen Salzkonzentrationen

Besonders hervorzuheben sind die natriumreichen Massenspektren der Cassini-
Sonde. In der Abbildung 3.2 a) ist das CDA-Spektrum von salzreichen Eispartikeln
dargestellt. Es zeigt die charakteristischen, stark ausgepriigten Linien von Na®
und Hydroxyl-Cluster-Ionen ((NaOH),Na™). Solche Cluster treten erst ab einem
Na/H,O-Verhiltnis von 10~2 auf [65]. Auch ein kleiner Anteil von K" ist vorhan-
den. Besonders schwierig bereitete sich die Zuordnung der Mischcluster, in denen
NaOH und NaCl vorliegen, da das CDA-Spektrum nur eine geringe Auflésung bie-
tet (m/Am). Auch das Carbonatsignal (Na,CO,)Na® konnte erst eindeutig iiber
die Labormessungen zugeordnet werden. Die Abb.3.2b) zeigt das entsprechende
Laborspektrum fiir eine wéssrige Losung von 0.2M NaCl und 0.1 M NaHCO;,
mit pH =9. Es zeigt alle charakteristischen Linien, die im Spektrum der Eisparti-
kel vorkommen. Neben Na' treten insbesondere Cluster der Form (NaOH),Na ",
(NaCl),Na" sowie (NaHCO;),Na" auf. Durch die hohere Auflésung lisst sich das
Isotopenmuster von Chlor erkennen (33C1/37Cl = 3:1). Die nicht beschrifteten Li-
nien geringer Intensitidt gehéren zu Hydraten der angegebenen Cluster, wie z.B.

bei m/z 99, mit Clustern der Art (NaOH)(H,0),Na" bzw. (NaCl)(H,0),Na".

Diese hohen Salzkonzentrationen kénnen nach Zolotov nur erklért werden, wenn
unter der Eiskruste des Enceladus ein fliissiger Ozean existiert, der mit dessen
Gesteinskern in Verbindung steht [36]. Somit kann mit hoher Wahrscheinlichkeit
davon ausgegangen werden, dass der auch jetzt noch fliissige Ozean iiberwiegend
aus alkalischer NaCl-Losung besteht, HCO4 -Ionen beinhaltet und einen pH-Wert
von 8 — 11 aufweist. Wahrend neueren Vorbeifliigen an Enceladus konnten auch
Ammoniak, H,S und organische Molekiile detektiert werden [84]. Besonders das
Vorkommen von Ammoniak unterstiitzt die These des fliissigen Ozeans, da Salze
und zusédtzlich Ammoniak im Wasser als Gefrierschutz dienen und bis zu einer
Temperatur von 176 K das Gefrieren verhindern. Die relativ hohen Temperaturen,
das Vorkommen von organischen Molekiilen und fliissigem Wasser sprechen fiir
die Moglichkeit von extraterrestrischem Leben in Form von Mikroorganismen auf
bzw. innerhalb Enceladus. Denn auch auf der Erde sind isolierte, anaerobe, che-
moautotrophe, mikrobielle Okosysteme bekannt, die unter extremen Bedingungen

leben konnen [90].
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Abbildung 3.1: Vergleich von CDA-Spektren mit Labor-Spektren fiir niedrige Salzkon-
zentrationen. Abb. a) zeigt das Spektrum von natriumarmen Eispartikeln, aufgenommen
vom Comsic Dust Analyzer. Es treten iiberwiegend Wassercluster der Form H'(H,0),,
mit n = 2 — 8 auf. Aukerdem sind Linien von Na™ und Natriumhydrat-Ionen der Form
Na' (H,0),, mit n = 1 — 6 vohanden. Da die Sensitivitit des Detektors mehrere hundert-
mal hoher fiir Natrium ist als fiir Wasser, heifst dies, dass die Eispartikel Natrium nur
in Spuren enthalten. Die Abb.b) zeigt das Laborspektrum einer wéssrigen Salzlosung,
aufgenommen mittels FL-IR-MALDI-Technik, fiir eine NaCl-Konzentration von 10~ M
(Verhiltnis Na/H,O~ 2 x 1078). Es zeigt dieselben Cluster-Charakteristika, wie das
Spektrum der natriumarmen E-Ring-Eispartikel. Auch hier {iberwiegen die Wasserclus-
ter im Spektrum ((H,O),H ", n = 2—6) aber auch Na* und seine Hydrate ((H,0),Na ™,
n = 1—75) treten auf. Das Spektrum in Abb. a) wurde adaptiert von Postberg et al. [33].
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Abbildung 3.2: Vergleich von CDA-Spektren mit Labor-Spektren fiir hohe Salzkonzen-
trationen. Abbildunga) zeigt das CDA-Spektrum von natriumreichen Eispartikeln. Es
zeigt die charakteristischen, stark ausgeprigten Linien von Na® und Hydroxyl-Cluster-
Ionen ((NaOH),Na™). Solche Cluster treten erst ab einem Na/H,O-Verhiltnis von 1073
auf [65]. Auch ein kleiner Anteil von K ist vorhanden. Die Abb.b) zeigt das entspre-
chende Laborspektrum fiir eine wissrige Losung von 0.2M NaCl und 0.1 M NaHCO,
(Verhiltnis Na/H,O~ 5 x 1073, pH=09). Es zeigt alle charakteristischen Linien, wie
sie im Spektrum der Eispartikel vorkommen. Neben Na™ treten insbesondere Cluster der
Form (NaOH),Na™, (NaCl),Na™* sowie (NaHCO,),,Na™ auf. Durch die héhere Auflésung
liisst sich das Isotopenmuster von Chlor erkennen (3°C1/37Cl = 3). Die nicht beschrifte-
ten Linien geringer Intensitat gehoren zu Hydraten der angegebenen Cluster, wie z.B. bei
m/z 99, mit Clustern der Art (NaOH)(H,O)Na™ bzw. (NaCl)(H,O)Na™. Das Spektrum

in Abb. a) wurde adaptiert von Postberg et al. [33]. 29
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3.2 Einschlage von Partikeln mit hohen

kinetischen Energien

Fiir hohe kinetische Energien der Partikel wird beim Einschlag Plasma geformt
und Molekiile, wie z.B. Wasser, vollstandig fragmentiert. Um die CDA-Spektren
bei hohen Einschlagsenergien im Labor nachzubilden, wurden hohe Laserintensita-
ten oder Laserquellen mit hohen Photonenenergien eingesetzt (siehe Abschnitt 3.2
in Teil I). Plasmadesorptionsspektren besitzen gleiche Charakteristika, dabei spie-
len Laserwellenléngen eine untergeordnete Rolle. Abb.3.3a) zeigt ein typisches
CDA-Massenspektrum mit hohen kinetischen Einschlagsenergien. Das beim Ein-
schlag gebildete Plasma fragmentiert auch Wasser. Im Vergleich dazu wurde in
Abb. 3.3b) ein Massenspektrum einer wéssrigen NaCl-Losung der Konzentration
10~* M mittels VUV-FLMALDI aufgenommen.
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Abbildung 3.3: Vergleich von CDA-Spektren mit Labor-Spektren fiir hohe kinetische
Partikelenergien. Abb.a) zeigt ein typisches CDA-Massenspektrum fiir hohe kinetische
Einschlagsenergien. In Abb.b) ist ein Laborspektrum einer wéssrigen NaCl-Losung dar-
gestellt, aufgenommen mittels VUV-FLMALDI. (CDA-Spektrum adaptiert aus Postberg

et al. |74].)
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3.3 Laborspektren fiir unterschiedliche

Laserintensitaten

Da unterschiedliche Einschlagsgeschwindigkeiten der Eispartikel auf den Detektor
der Cassini-Sonde in unterschiedlichen Massenspektren resultieren, wurden im La-
bor laserintensitdtsabhéngige Massenspektren aufgenommen, um so, allein iiber
Abgleich der Spektren, auf die zu Grunde liegenden Desorptionsenergien schliefsen
zu konnen. Die Abb. 3.4 zeigt Massenspektren einer wéssrigen Losung von 0.2 M
NaCl und 0.1 M NaHCO, fiir Strahlungsintensititen von etwa 200 — 1900 MW /cm?.
Die niedrigste Intensitét befindet sich am Desorptionslimit fiir diese Salzkonzentra-
tionen und die hochste oberhalb der Plasmaziindung. Ab etwa 300 MW /cm? sind
bereits alle Cluster zu erkennen, die auch im Spektrum in der Abb. 3.2 vorkom-
men. Ab 1000 MW /cm? kommt es vereinzelt zur Plasmaziindung, wie es anhand
der zunehmenden Signalintensitdt von Wasserfragmenten im Bereich von m/z 16
bis 19 erkennbar ist. Schlieflich wird bei jedem Laserschuss Plasma geziindet,
so dass ab 1800 MW /cm? auch O?'-Ionen detektiert werden. Oberhalb der Plas-
maschwelle nehmen die Signalintensitdten der Cluster zusehends ab, wie durch
Abb. 3.5 verdeutlicht. Es ist leicht zu erkennen, wie die Signalintensitét der Salz-
cluster abnimmt, wenn Plasma geziindet wird. Diese Ergebnisse spiegeln die der

VUV-Desorptionsmessungen in Abschnitt 3.2 im Teil I dieser Arbeit wider.
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Abbildung 3.4: IR-FLMALDI-Massenspektrum von 0.2M NaCl und 0.1 M NaHCO;,
gemessen bei unterschiedlichen Laserintensitdten. Die angegebenen Laserintensititen
sind berechnet. Die niedrigste Intensitéit befindet sich am Desorptionslimit fiir diese Salz-
konzentration und die hochste oberhalb der Plasmaziindung. Ab etwa 300 MW /cm? sind
bereits alle entscheidenden Cluster im Spektrum zu erkennen. Ab 1000 MW /cm? kommt
es vereinzelt zur Plasmaziindung bis schlieRlich bei 1800 MW /cm? auch O?"-Ionen ge-
neriert werden. Oberhalb der Plasmaschwelle nehmen die Signalintensitdten der Cluster
zusehends ab, siche dazu auch Abb. 3.5. (Verzogerungszeit 13 us, MCP 2.3kV).

93



Teil II Kapitel 3 Ergebnisse und Diskussion

| 1 |

Plasma
ui

< 100 120
c
2
n
o
o

Plasma

0.01L N

100 120

Abbildung 3.5: IR-FLMALDI-Massenspektren mit hohen Laserintensitdten kurz unter
und tiber der Plasmaschwelle. Die Spektren von Abb.a) und b) sind von einer wéssrigen
Losung aus 0.2M NaCl und 0.1 M NaHCO,. Das Spektrum in Abb.a) wurde mittels
einer Laserintensitit kurz unterhalb der Plasmaziindung aufgenommen und das in b)
bei einer Intensitét, die fiir Plasmaziindung ausreicht. Es ist leicht zu erkennen, wie die
Signalintensitédt der Salzcluster abnimmt, wenn Plasma geziindet wird. Analog dazu sind
die in Abb. ¢) und d) dargestellten Spektren einer wissrigen Losung aus 0.2 M NaCl, 0.1 M
NaHCO4 und 0.01 M KCI aufgenommen. Auch in Abb.d) nimmt die Signalintensitét
der Salzcluster bei Plasmaziindung stark ab. Alle Spektren sind Summenspektren der
Verzogerungszeiten 9 — 20 us (MCP 1.9kV).
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3.3.1 Laborspektren fiir sehr hohe Laserintensititen

Mit dem OPO-Lasersystem konnten maximale Intensititen von 2 x 10° W /cm?
erreicht werden. Um Massenspektren fiir noch hoéhere Intensitdten zu erzeugen,
wurde die Fundamentale des Nd:YAG-Lasers mit einer Wellenldnge von 1064 nm

verwendet. So konnten Intensitéiten von 2 x 10 W /cm?

und hoher erzeugt wer-
den. Diese sind hoch genug, um auch in Luft Plasma zu ziinden. Bei diesen hohen
Intensitaten spielt die geringe Absorption von Wasser in diesem Wellenlédngenbe-
reich keine Rolle mehr. Durch den Laserbeschuss wird sofort sehr heifses Plasma
erzeugt. Die Temperaturen befinden sich schitzungsweise im Bereich von 25000 K
(~2eV) [22, 98]. Damit konnten auch mehrfach geladene Tonen und positiv gela-
dene Chloridionen generiert werden [99].

Die Abb. 3.6 zeigt Massenspektren wéssriger Losungen von NaCl und KCI in
aufsteigenden Konzentrationen fiir eine Laserintensitit von 1.6 x 10 W /cm?. Fiir
kleine Salzkonzentrationen haben die Zersetzungsprodukte von Wasser die stérks-
te Signalintensitiit (Abb. a)). Selbst bei sehr hohen Na'-Konzentrationen von 3 M
dominieren diese Signale das Spektrum (Abb.b)). Die eingesetzte Laserintensitét
reicht aus, um O? - und sogar O*"-Ionen zu erzeugen. Auch Cl"-Ionen werden
detektiert. Interessanterweise wird kein Signal fiir H;O" gefunden. Erzeugte O*"
und O?" treten bevorzugt bei hohen Salzkonzentrationen auf und ihre Signalin-
tensitdt nimmt mit steigender Salzkonzentration zu. Wie bereits in Abschnitt 3.6
im Teil I erklért, wird die Intensitdtsschwelle zur Plasmaziindung durch gelostes
Salz herabgesetzt. Demnach kann mehr Laserenergie in das Plasma eingekoppelt
werden, wodurch es heifser wird.

Die sehr heifsen und schnellen Desorptionsfraktionen werden bevorzugt bei kurz-
en Verzogerungszeiten detektiert (5 us), wie Abb. 3.7 und Abb. 3.9 zeigen. Wie das
entsprechende Spektrum in Abb. 3.7 zeigt, wird auch das Carbonation im Plasma
zersetzt, so dass im Spektrum Kohlenstoffionen auftreten. Daher ldsst sich allein
anhand der Massenlinie von C ' nicht ableiten, dass organisches Material in der
Probe vorliegt. Die Massenspektren von reinem Wasser in Abb. 3.9 zeigen, dass fiir
Laserintensitdten oberhalb von 3 x 101 W /cm? und sehr kleinen Verzogerungszei-
ten von 1 us ausschlieflich die Tonen H', O*", O?" und O " detektiert werden.
Fiir grofe Verzogerungszeiten von 20 us kdnnen selbst bei den sehr groften Laser-

intensititen noch intakte Wassercluster der Form (H,0),H " detektiert werden,
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dghnlich wie bei den VUV-Desorptionsmessungen im Abschnitt 3.2 im Teil I der
Arbeit.
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Abbildung 3.6: IR-1064-FLMALDI-Massenspektren wéssriger Losungen von NaCl/KCl
in dekadischen Schritten aufsteigend von der Konzentration 3 x 1073M/107* M bis
3M/107t M, dargestellt in a) bis d). Aufgenommen mittels einer Laserwellenlinge von
1064 nm bei Intensititen von 1.6 x 101 W/cm? (Summenspektren der Verzogerungszei-
ten 3 — 20 us, MCP 1.6kV). Die eingesetzte Laserintensitét reicht aus, um sogar 0?2,
03" und Cl "-Tonen zu erzeugen. Diese sehr heifen und schnellen Ionenfraktionen werden
bevorzugt bei kurzen Verzogerungszeiten detektiert (5 us), wie Abb. 3.7 zeigt. Erzeugte
03" und O%" treten bevorzugt bei hohen Salzkonzentrationen auf und ihre Signalinten-

sitdt nimmt mit steigender Salzkonzentration zu.
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Signal [V]

Abbildung 3.7: IR-1064-FLMALDI-Massenspektren einer wéssrigen Losung von 3 M
NaCl und 0.1 M KCI aufgenommen mittels einer Laserwellenlinge von 1064 nm bei In-
tensititen von 1.6 x 10'® W /cm? fiir verschiedene Verzogerungszeiten (MCP 1.6kV). Die
eingesetzte Laserintensitiit reicht aus, um sogar 02", 03" und Cl"-Tonen zu erzeugen.
Diese sehr heiffen und schnellen Ionenfraktionen werden bevorzugt bei kurzen Verzo-
gerungszeiten detektiert (5ps). Das Signal der Ionen von m/z 16 bis 19 ist selbst bei
geringer Detektorspannung so stark, dass es in Séttigung ist. Fiir spate Verzogerungs-
zeiten treten neben den Zersetzungsprodukten von Wasser allméhlich Wassercluster, wie
das H30+—Ion, auf.

98

H,0" 18 us
HO" .
. |H,O
O N
Na
02+ OZ K+
L R
o) 13 us
Na 35C|+
) +37C|+
@) * Oz K+

m/z




3.3 Laborspektren fiir unterschiedliche Laserintensitéiten

NaCl/KCI/NaHCO,

|

NaCl/NaHCO,

|

L
2
©
c
2
0p]
(@)] L_l A S VWS
o
] ] ]
H,O

0 20 40 60 80 100

m/z

Abbildung 3.8: IR-1064-FLMALDI-Massenspektren von reinem Wasser, wéssrigen Lo-
sungen von NaCl/NaHCOg in der Konzentration 0.2M/0.1 M und NaCl/KCl/NaHCO4
in der Konzentration 0.2M/0.01 M/0.1 M aufgenommen mittels einer Laserwellenlén-
ge von 1064nm bei Intensititen von 1.6 x 10'° W/cm?. Fiir hohe Salzkonzentrationen
nimmt die Signalintensitit der O2"-Tonen zu. Auch das Carbonation wird im Plasma
zersetzt, so dass im Spektrum Kohlenstoffionen auftreten. Daher lasst sich allein anhand
der Massenlinie von C ' nicht ableiten, dass organisches Material in der Probe vorliegt.
Weiterhin lassen sich bei hoheren m/z Cluster erkennen, wie in Abb. 3.9 noch genauer

gezeigt ist. (Summenspektren der Verzogerungszeiten 3 — 20 us, MCP 1.7kV).
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Abbildung 3.9: IR-1064-FLMALDI-Massenspektrum von reinem Wasser bei hochsten
Laserintensitéten fiir verschiedene Verzogerungszeiten, aufgenommen mittels einer Laser-
wellenlinge von 1064 nm bei Intensitéiten oberhalb von 3 x 10'® W /cm?. Fiir sehr kleine
Verzogerungszeiten von 1 us werden ausschlieflich die Tonen H*, 037, 02" und O
detektiert. Fiir grofte Verzogerungszeiten von 20 us kénnen selbst bei den sehr grofen

Laserintensitéiten noch intakte Wassercluster der Form (H,0),H " detektiert werden.
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3.4 Sensitivitatsunterschied fiir unterschiedliche

lonen

Um zu iiberpriifen, ob die Sensitivitdt fiir bestimmte Ionen unterschiedlich ist,
wurden Desorptionsexperimente von Halogenidsalzen der Alkalireihe durchgefiihrt.
Zunéchst wird illustriert, wie sich die Massenspektren fiir hohe Salzkonzentratio-
nen und kleinen Laserintensitdten verandern, wenn Kalium hinzugefiigt wird. Die
in der Abb. 3.10 aufgefiihrten Massenspektren zeigen Losungen von 0.2 M NaCl
und 0.1 M NaHCO,, denen ansteigende Konzentrationen von KCl zugefiigt wur-
den. Bereits ab einer Konzentration von 10~*M KCI treten das Kaliumion und
erste Kaliumcluster im Spektrum auf (mittels roter Linien gekennzeichnet). Schon
ab einem Verhiltnis von Nat/K* = 30 : 1 beginnen Kaliumcluster die Natri-
umcluster zu verdrangen. Die Beschriftung der auftretenden Kaliumcluster ist in
Abb. 3.11 durchgefiihrt. Dabei sind auftretende Kaliumcluster rot markiert.

Wie es scheint, ist es leichter K™ zu desorbieren als Na™. Um dieses Ergebnis
genauer zu betrachten, wurden Massenspektren einer wassrigen Losung von Alka-
lichloriden aufgenommen. Das in Abb. 3.12 dargestellte Summenspektrum zeigt,
dass fiir aufsteigende Ionenradien steigende Signalintensitdten gemessen werden.
Das Césiumion hat die grofte Signalintensitiat im Spektrum, wéhrend das Natri-

umion die kleinste besitzt und das Lithiumion kaum erkennbar ist.

Da die Signalintensitiaten fiir Losungen einzelner Salze gleicher Konzentration
fiir alle Alkaliionen dhnlich sind, werden hier demnach die Signale der kleinen Ionen
durch die der grofsen verdrdngt. Eine Diskriminierung durch den Detektor findet
nicht statt. Die Laser- und Photonenintensitaten sind bei der IR-FLMALDI sehr
klein, daher sollten die unterschiedlichen ersten Ionisierungsenergien der Alkalime-
talle nicht der Grund fiir die Ergebnisse sein. Die erste lonisierungsenergie nimmt
von Lithium zu Cédsium um etwa den Faktor 1.5 ab. Vielmehr spielen die Ionen-
radien eine Rolle, die von Lithium zu Céasium um den Faktor 2 zunehmen. Die
Wechselwirkung mit den Wassermolekiilen ist beim kleinen Li™ gréfer. Dadurch
ist das Lithiumion in Losung viel stiarker hydratisiert, als das grofse Césiumion.
Der fallende Hydratisierungsgrad fiir steigenden lonenradius entspricht einer leich-

teren Desorption aus der Wassermatrix, also der Trennung von Wassermolekiilen
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Abbildung 3.10: IR-FLMALDI-Massenspektren wéssriger Losungen von 0.2 M NaCl,
0.1 M NaHCO, und ansteigenden Konzentrationen von KCI (1076 — 107! M). Bereits ab
einer Konzentration von 1074 M KCI treten das Kaliumion und erste Kaliumcluster im
Spektrum auf (mittels roter Linien gekennzeichnet). Dabei ist die Natiumionenkonzentra-
tion um 3 x 10> M grofer. Bereits ab einem Verhéltnis von Na™/K* = 30 : 1 beginnen
Kaliumcluster die Natriumcluster zu verdrangen. Die Beschreibung der Cluster ist in
Abb. 3.11 zu finden. (Summenspektren der Verzogerungszeiten 12 — 27 us, MCP 2.1kV).
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und Ionen. Dies dufsert sich schliefslich in den steigenden Signalintensitéten fiir
Ionen mit steigendem Radius.

Wie aus den Spektren fiir unterschiedliche Verzogerungszeiten in Abb. 3.13 deut-
lich wird, spielt auch eine etwaige Signaldiskriminierung durch unpassend gewéhlte
Verzogerungszeiten nur eine untergeordnete Rolle. Denn selbst fiir kleine Verzoge-
rungszeiten sind die Signalintensititen von Li" und Na™ sehr schwach. Weiterhin
zeigt sich, dass Cs' am leichtesten desorbierbar ist, auch dadurch, dass es noch
bei einer Verzdgerungszeit von 50 us mit relativ hoher Signalintensitéat detektiert

wird und dies dazu unhydratisiert. Allein nach seiner Masse sollte Césium dhnlich
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Abbildung 3.11: IR-FLMALDI-Massenspektren zweier wéssriger Losungen von 0.2 M
NaCl, 0.1 M NaHCO, mit unterschiedlicher Konzentration von KCl. Abb.a) zeigt das
Spektrum fiir eine KCl-Konzentration von 10~ M. Die hinzugekommenen Kaliumcluster
sind rotmarkiert. In der Abb. b) ist das Spektrum fiir 107 M KCI dargestellt. Bei dieser
Konzentration ist noch kein Kalium im Spekrum zu erkennen. (Summenspektren der
Verzogerungszeiten 12 — 27 us, MCP 2.1kV).
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wie Arginin bereits vor einer Verzogerungszeit von 18 us kaum noch Signalinten-
sitdt aufweisen (siehe Abb.3.1 in Teil I). Auch sollten Wassercluster das Spek-
trum bei diesen spéaten und kalten Desorptionsfraktionen dominieren, zumal die
Salzkonzentration nur 1072 M betrigt. Diese Tatsachen unterstreichen die gerin-
ge Hydratisierung der grofen Alkaliionen und deren leichte Desorbierbarkeit aus
der Wassermatrix. Die Ergebnisse belegen auch, wie sanft die Desorption bei der
IR-FLMALDI Methode ist.

Die Deutung der Ergebnisse lasst sich weiter unterstiitzen, indem ein Vergleich
der Desorption von Alkaliionen mittels niedriger und hoher Laserintensitéten durch-
gefithrt wird. In der Abb. 3.14 sind Massenspektren der Alkalilosung fiir eine Ver-
zogerungszeit von 13 us abgebildet. Fiir Spektrum a) wurden eine Laserwellen-
linge von 2850 nm und eine Intensitit von etwa 10® W/cm? eingesetzt. Es sind
Alkali-Wasseraddukte zu erkennen und das Verhaltnis der Signalintensitdten von
Na®, K", Rb" und Cs* betrdgt 1 : 11 : 19 : 22. Spektrum b) wurde mit ei-
ner Laserwellenliinge von 1064 nm und einer Intensitiit von etwa 1.6 x 101 W /cm?
aufgenommen. Es treten im Spektrum keine Cluster auf und das Verhéltnis der
Signalintensititen von Na™, K™, Rb™ und Cs™ ist 1.00 : 1.06 : 1.33 : 1.38, die
Intensitdten sind also in diesem Spektrum fast gleich. Der geringe Unterschied
lasst sich iiber die Diskriminierung durch die eingestellte Verzogerungszeit erkla-
ren. Ebenso ist das Fehlen eines Li-Signals dadurch begriindbar. Wie zu erwarten,
zeigt der Vergleich der Spektren, dass sich die unterschiedlich starke Hydratisie-
rung der Alkaliionen in unterschiedlichen Signalintensitéiten dufsert. Dieser Effekt
kann nur mit kleinen Laserintensitdten gemessen werden. Fiir hohe Intensititen

ist geniigend Energie vorhanden, um alle Alkaliionen gleich gut zu desorbieren.
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Abbildung 3.12: IR-FLMALDI-Massenspektrum einer Alkalisalzlésung der Salze LiCl,
NaCl, KCI, RbCl und CsCl in der Konzentration 10~ M. Césiumionen weisen die héchs-
te Signalintensitidt auf und Lithiumionen die geringste. (Summenspektrum der Verzoge-
rungszeiten 9 — 20 us, MCP 2.3kV).
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Abbildung 3.13: IR-FLMALDI-Massenspektrum einer wéssrigen Losung der Salze
LiCl, NaCl, KCI, RbCl und CsCl in der Konzentration 1073 M fiir verschiedene Ver-
zogerungszeiten. Fiir frithe Verzogerungszeiten von 9 us wird das Signal des Lithiumions
und seines Wasseradduktes detektiert, wenn auch mit sehr geringer Signalintensitit. Die
Signalintensitdt des Natriumions ist bei dieser Verzogerungszeit grofter als die des Kali-
umions. Zwischen Li" und Na™ liegt kein Massensignal sondern elektronisches Stérsignal,
wie es auch fiir die Verzogerungszeit von 50 us erkennbar ist. Sehr grofe Signalintensi-
titen zeigen sich fiir die Verzogerungszeit 13 us. Die Signalintensitit von Cs™ ist am
grofsten. Bis zu sehr spiten Verzogerungszeiten von 50 us kdnnen noch Ionensignale ge-
messen werden, wenn auch mit geringer Signalintensitdt. Nichbeschriftete Massenlinien
gehoren zu Wasserclustern der Ionen Kalium, Rubidium und Césium. (MCP 2.3kV).
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3.4 Sensitivitatsunterschied fiir unterschiedliche Ionen
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Abbildung 3.14: IR-FLMALDI-Massenspektren einer Alkalisalzlosung der Salze LiCl,
NaCl, KCI, RbCI und CsCl in der Konzentration 1073 M fiir eine Verzogerungszeit von
13 ps. Spektrum a) wurde mittels einer Laserwellenldnge von 2850 nm und einer Inten-
sitidt von etwa 108 W/cm? aufgenommen. Es zeigt die Alkaliionen Na™, K, Rb™ und
Cs" in aufsteigender Signalintensitit und deren Wasseraddukte. Das Verhéltnis der Si-
gnalintensitéiten von Na®, K™, Rb" und Cs™ ist 1 : 11 : 19 : 22. Die Wasseraddukte sind
im Spektrum b) nicht zu sehen. Auch sind die Signalintensitidten der Alkaliionen fast
gleich und nicht unterschiedlich, wie in Spektrum a). In Spektrum b) ist das Verhéltnis
der Signalintensititen von Na®™, K™, Rb"™ und Cs™ 1.00 : 1.06 : 1.33 : 1.38. Hier wui-
de eine Laserwellenlinge von 1064 nm sowie eine Intensitiit von etwa 1.6 x 1019 W /cm?

eingesetzt und Plasma geziindet, wie an den Massenlinien der Zersetzungsprodukte von
Wasser zu erkennen ist (O, HO", H,O0", H;0™, O3).
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3.5 Fazit und Ausblick

Die Labormessungen helfen bei der Analyse der durch Cassini aufgenommen Mas-
senspektren und unterstiitzen die These, dass es auf Enceladus einen fliissigen, ver-
steckten Ozean geben konnte. Die gewéhlte Methode der Fliissigstrahldesorptions-
Massenspektrometrie eignet sich gut, um die Weltraumspektren im Labor nach-
zubilden. Dabei sind die Desorptionsbedingungen iiber die Intensitdt der Laser-
strahlung einstellbar. So konnen sowohl sanfte Desorptionsbedingungen geschaffen
werden, mit denen strukturelle Anderungen der Wassermatrix geprobt und Biomo-
lekiile analysiert werden konnen, als auch harte Bedingungen, wie bei der Plasma-
desorption. Zur Zeit wird bereits an einer weiteren Weltraummission geplant, die
den Jupitermond Europa als Ziel hat, da auch dieser auf der Liste der moglichen
Habitate fiir Leben steht. Auch bei dieser 2020 startenden Mission sollen, wenn
moglich, Massenspektrometer mit an Bord, die Spektren von kosmischen Staub
aufnehmen. Die dort vorkommenden Partikelgeschwindigkeiten liegen im Bereich
von wenigen km/s und so werden Massenspektren erwartet, die denen der IR-
FLMALDI &hneln. Weiterhin ist geplant, die Methode der Fliissigstrahldesorption
als Partikelbeschleuniger einzusetzen, um Massenspektren von Wassereispartikeln

direkt mittels CDA aufnehmen zu konnen.
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Kapitel 1

Einleitung

In diesem Teil der Arbeit wird die Leistungsfahigkeit der bildgebenden MALDI-
Massenspektrometrie auf die Kriminaltechnik angewandt. Dafiir werden massen-
spektrometrische Bilder von latenten Fingerspuren erstellt und gezeigt, wie die
gewonnenen chemischen Informationen zum Zwecke der Personenidentifikation ge-

nutzt werden konnen.

1.1 Historischer Uberblick der bildgebenden

Massenspektrometrie

Die experimentellen Grundlagen der bildgebenden Massenspektrometrie mittels
Laserdesorption (Imaging Mass Spectrometry, IMS oder Mass Spectrometry Ima-
ging, MSI) [100, 101] wurden bereits in den 70er Jahren entwickelt. Die damalige
Technik wurde laser microprobe mass analysis (LAMMA) [102, 103| genannt. Im
Prinzip handelt es sich um eine ortsaufgeloste Form der laser desorption ionizati-
on (LDI). Dabei wird ein gepulster Laserstrahl auf eine sehr diinne Probe fokus-
siert, welche mittels zyz-Manipulator im Mikrometermafistab bewegt werden kann.
Durch das erzeugte Plasma werden Ionen desorbiert und mittels Massenspektro-
meter analysiert. Die LAMMA fand als ortsaufgelostes Elementaranalyseverfahren
hauptséchlich Anwendung in den Materialwissenschaften fiir die Untersuchung von
anorganischen Proben und Detektion von kleinen Molekiilen. Bei der Untersuchung
von biologischen Proben kam diese Methode aufter in einigen Spezialgebieten wie

z.B. bei pathologischen und nephrologischen Studien [104] kaum zum Einsatz, da
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es nicht moglich ist grofte Biomolekiile in ausreichender Ausbeute zu desorbieren.
Dies gilt allgemein fiir die LDI [105]. Die Ortsauflésung bei der LAMMA lag bereits

unterhalb von 1 pm.

Es brauchte erst die Entwicklung des MALDI-Verfahrens um biologische Proben
aussagekriftig analysierbar zu machen. Ungefidhr 10 Jahre nach der ersten Publika-
tion iitber MALDI [2-5] wurde durch Caprioli et al. 1997 von ersten mittels MALDI-
MST aufgenommenen Bildern berichtet [100]. Der grundlegende Unterschied zwi-
schen LAMMA und MALDI-MSI besteht in der Desorptionsmethode. Durch die
bereits im Teil I in Abschnitt 1.1 beschriebene MALDI-Methode kénnen bei geeig-
neter Wahl der Matrix auch sehr grofe Biomolekiile bis zu etwa 1 MDa [18, 106]
sanft desorbiert werden. Weiterhin erméglichte die verfiigbare Rechenleistung und
Speicherkapazitdt der Personalcomputer in den spéten 90er Jahren nun endlich
bildgebende Verfahren. Denn bei der MSI fallen enorme Datenmengen an, aus

denen die massenspektrometrischen Bilder (Massenbilder) generiert werden.

Seit 2004 wird von Heeren et al. iiber eine neue Herangehensweise an die MSI be-
richtet [107, 108], dem MALDI-MSI im sogenannten Mikroskop-Modus. Dabei wird
eine sehr hohe Ortsauflésung von bis zu 4 um erhalten, indem per Laserbeschuss
desorbierte Ionen mittels ausgekliigelter Ionenoptik auf einem 2D-Ionendetektor
abgebildet werden. Neuere Ergebnisse von Heeren et al. verdeutlichen das Poten-
tial dieser Methode trefflich [109].

Neben der MALDI-MSI ist auch das Verfahren der bildgebenden SIMS ein vor-
ziigliches Analysewerkzeug. Bei der secondary ion mass spectrometry (SIMS) [110,
111] und dem neueren matriz enhanced-SIMS (ME-SIMS) wird anstatt eines La-
sers ein lonenstrahl zur Desorption benutzt. Die Auflésungen reichen dabei bis
unter 1pm [112]. Dabei dhnelt ME-SIMS in den Spektren sehr stark MALDI-
MS. Die MSI mittels SIMS sowohl im Mikroprobe- [113] als auch im Mikroskop-
Modus [114] ist schon seit den 60er Jahren moglich. Allerdings war es bei SIMS
nicht moglich grofe Biomolekiile zu desorbieren. Dies hat sich erst mit der Entwick-
lung von ME-SIMS [115] und der Verwendung von grofsen ionischen Clustern zur
Desorption geéndert [101, 112) 116-118]. Durch dieses Verfahren ist es moglich To-
nen bis m/z 10000 ohne grofse Fragmentierung und mit ausreichender Ausbeute zu

desorbieren. Noch héhere Auflésungen bis 150 nm lassen sich mittels nanostructure
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initiator mass spectrometry (NIMS) erreichen [119], allerdings kénnen nur Ionen
bis etwa m,/z 2000 desorbiert werden.

Als neue Analysetechnik ist die MSI besonders wertvoll fiir die Biochemie allge-
mein [120], fiir die Proteomik [121-124], Lipidomik[125-127] und fiir die Analyse
von Verteilung und Wirkungsweise von medikamentdsen Wirkstoffen und Drogen
sowie derer Metabolite [128]. Besonders die biomedizinische Diagnostik und mo-
lekulare Histologie profitieren von der MSI in grofsem Mafke, da Gewebe, Organ-
schnitte und bei hinreichender Auflésung sogar der Aufbau von Zellen auf mo-
lekularer Ebene untersucht werden kénnen [101, 129-132|. Auch liefert sie neue
Einsicht in alte Problemstellungen, wie der MALDI Probenvorbereitung [133].

Dariiber hinaus wird die MSI seit kurzem in der Kriminalwissenschaft eingesetzt
und im Speziellen bei der Detektion und Analyse von latenten Fingerspuren (siehe
Kap. 1.5).

1.2 Funktionsweise und Charakteristika

Vereinfacht geht es bei der MSI um das Sichtbarmachen der chemischen Ober-
fliche einer diinnen Probe, indem von jedem Punkt der Probe ein Massenspek-
trum angefertigt wird. Bei der MSI wird im Allgemeinen nach dem sogenannten
Mikroprobe-Verfahren (microprobe mode) gearbeitet. Dabei wird eine diinne Pro-
be auf einem verfahrbaren Objekttrager mittels Laserbeschuss ablatiert und somit
an jeder x,y-Koordinate der Probe ein Massenspektrum aufgenommen. Um aus
allen aufgenommenen Massenspektren ein Bild zu erzeugen, wird fiir ein jeweili-
ges m/z Uber alle Spektren die dazugehérige Intensitdt im Spektrum ermittelt,
in einen Graustufenwert umgerechnet und an der zugehorigen x,y-Koordinate als
Bildpunkt aufgetragen. Alternativ kann das erhaltene Graustufenbild auch {iber
eine Farbtabelle (color map) eingefiarbt werden, um Intensitdtsdnderungen besser
sichtbar zu machen. Jedes Bild entspricht also einer Intensitéatsverteilung fiir ein
selektiertes m/z. Dieses Prinzip ist in Abb. 1.1 bildlich dargestellt.

Bei diesem Verfahren héngt die Auflésung des erzeugten Bildes von der Gro-
e des Laserfokus und von der Genauigkeit der Translationsbiihne ab. Je kleiner
der Laserfokus und die verfahrbare Strecke der Translationsbiihne, umso kleiner

werden die erzeugten Bildpunkte und desto grofer die erzielbare Auflosung des
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generierten Bildes. Je nach benétigter Sensitivitéat (siehe auch Abschnitt 1.1.2 in
Teil I) werden bei der MALDI-MSI Auflésungen von 50 — 200 pm verwendet. Auch
hohere Auflosungen sind moglich [105], allerdings leidet dabei die Sensitivitit in
Bezug auf grofse Biomolekiile [134, 135].

Durch ein spezielles Verfahren, dem oversampling, kann die Auflosung relativ
unabhéngig vom Laserfokus erh6ht werden [136]. Dabei wird die Probe an einer
Position solange ablatiert, bis kein Signal mehr detektierbar ist. Dann wird die
Probe um eine Distanz verschoben, die kleiner als die Fokusgrofse des eingesetzten
Lasers ist, und erneut ablatiert. Die erhaltene Ablationsfliche, von der Analytio-
nen desorbiert werden, ist jetzt kleiner als der Laserfokus. Dadurch kann auch
bei grofem Laserfokus eine Erhéhung der Bildauflosung erreicht werden, denn die
Auflésung héngt jetzt nicht mehr vom Laserfokus ab, sondern von der Schritt-
weite der Mikrometerbiihne. Allerdings geschieht die Auflésungsverbesserung auf
Kosten der Probe, der verringerten Laserlebensdauer, der langeren Messdauer und
prinzipiell auch der erhohten Datenmenge. Mit dieser Methode kénnen auch bei

grofsem Laserfokus Auflésungen bis zu 20 pm erreicht werden.

Beim imaging SIMS wird aufgrund der Wahl eines lonenstrahls als Desorp-
tionsquelle eine noch hohere Auflésung im subzellularen Bereich von unter 1 pym
erreicht. Allerdings konnen auch mit den neuen Techniken, wie z.B. ME-SIMS [115]
nur Biomolekiile bis etwa 10 kDa desorbiert werden. Daher ist MALDI-MSI in der
Bioanalytik bislang verbreiteter als bildgebende SIMS [112].

Erst seit kurzem wird auch MALDI-MSI im sogenannten Mikroskop-Modus an-
gewandt. Dabei werden Auflésungen im Bereich von 4 ym erzielt [107]. Bei diesem
Verfahren wird nur ein Laserschuss abgegeben und die desorbierten Ionen wer-
den nach ihrem m/z iiber eine spezielle Ionenoptik im MS auf einem 2D-Detektor
abgebildet [109]. Zum einen kann iiber dieses Verfahren sehr viel Messzeit ge-
spart werden, denn je nach Probengrofe und Auflosung kann eine Messung im
Mikroprobe-Modus mehrere Tage dauern, zum anderen reicht ein relativ grofser

Laserfokus aus, da die Auflésung nur von der Giite der Ionenoptik abhéangt.

Alle angesprochenen Methoden zeichnen sich dadurch aus, dass sie nur unter
Hochvakuum-Bedingungen funktionieren. Fiir biologische Proben sind diese har-
schen Bedingungen von Nachteil. Eine Losung dafiir ist die AP-IR-MALDI-MSI
(atmospheric pressure infrared MALDI-MSI), die bei Normaldruck durchgefiihrt
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werden kann [137, 138] und Auflésungen bis etwa 300 um erméglicht. Unter Nor-
maldruckbedingungen und ganz ohne Matrix kénnen neue Methoden, wie DESI
(desorption electrospray ionization) und LAESI (laser ablation electrospray ioni-
zation) durchgefithrt werden. Bei der DESI wird zur Desorption ein Elektrospray
verwendet, und es werden Auflésungen im Bereich von 250 pm erzielt [139-141].
Beim LAESI wird mit einem IR-Laser desorbiert und die Ionen mittels Elektro-
spray in das Massenspektrometer gelenkt [142—144|. Alle bei Normaldruck durch-
gefiihrten Methoden arbeiten natiirlich im Mikroprobe-Modus, da Luftmolekiile
die Tonen ablenken und somit das Arbeiten im Mikroskop-Modus verhindern.
Wie beschrieben héangt die Giite der massenspektrometrischen Bilder bei der
MALDI-MSI vom Laserfokus und der Translationsbiihne ab. Allerdings ist auch
die Probenvorbereitung entscheidend fiir die Qualitdt der Bilder und wird daher

im nachfolgenden Abschnitt nédher verdeutlicht.
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Abbildung 1.1: Skizze zur Darstellung der MSI-Verfahrensweise. Die Probe wird mit-
tels Laserbeschuss abgerastert und an jedem Rasterpunkt ein Massenspektrum erzeugt.
Uber alle Spektren wird fiir ein selektiertes m/z die Intensitéit ermittelt und die Inten-
sitatsmatrix gespeichert. Aus den Matrizen wird fiir ein jeweiliges m/z ein Massenbild

generiert. So wird eine neue Darstellungsdimension gedffnet.
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1.3 Probenvorbereitung

Wenn die Probenvorbereitung bei MALDI-MS bereits wichtig ist, so ist sie fiir
MSI essentiell. Besonders bei biologischen Proben héngt die Qualitit der erhal-
tenen Bilder sowie der gewonnenen Informationen entscheidend von der Proben-
vorbereitung ab. Dabei spielt nicht nur die Wahl einer geeigneten Matrix eine
Rolle, sondern es muss bei jedem Vorbereitungsschritt auf die Kompatibilitit zur
MSI geachtet werden [145]. Besonders im Bereich der Histologie sind aufwendige
Probenvorbereitungsprotokolle Standard. Gewebefixiermethoden und dafiir einge-
setzte Chemikalien, Wasch- und Trocknungsvorgénge sowie Einbettungspolymere
zur Schnitterleichterung miissen fiir das MSI angepasst werden [146]. Besonders
das gern genutzte optimal cutting temperature polymer (OCT) fiihrt zu starker
Analytsignalunterdriickung in den Massenspektren [147]. Die einfachste Methode
ist das Einfrieren der Probe mit anschliefsender Cryosektionierung und Matrixauf-
bringung, welche jedoch nicht fiir alle Probenarten moglich ist. Mit Hilfe neuer
Vorbereitungsprotokolle ist es aber gelungen bereits eingelagerte Proben fiir das
MSI vorzubereiten [131, 148].

Wie angesprochen, muss fiir hochaufgeloste MALDI-MSI auch das Aufbringen
der Matrix beachtet werden. Die Kristallgrofe der Matrixmolekiile ist entscheidend
fiir die Sensitivitdt beim MALDI und umso wichtiger bei hochaufgeloster MSI.
Daher wurden neue Verfahren zur Matrixaufbringung entwickelt, weil die dried
droplet-Methode! nicht mehr ausreichende Ergebnisse liefert [24, 133]. Der Grok-
teil der verwendeten Methoden basiert auf der Erzeugung kleiner Tropfchen, wie
es iiber den Einsatz von TLC-Sprayern aus der Diinnschichtchromatographie oder
auch per Airbrush-Pistolen moglich ist. Allerdings kann es bei diesen Methoden zu
Analytdelokalisierung kommen, wenn die Probe zu nass wird. Auch die Homogeni-
tat der Matrixschicht kann stark variieren. Automatisierte Gerédte basieren meist
auf Vernebelungstechniken und kénnen sehr kleine Tropfchen erzeugen, ebenso wie
die Tropfchenerzeugung mittels Elektrospray, welche bei der ESI-MS verwendet

wird [149, 150]. Neue Ansétze sind z.B. die Verwendung von Tintenstrahldruckern

Ydried droplet-Methode: Vermischen der Analytlosung zu gleichen Teilen mit Matrixldsung,
Aufbringen auf den Probenhalter und Trocknen oder alternativ, Pipettieren von Matrixlosung

auf den getrockneten Analyten und Trocknen.

117



Teil I1I Kapitel 1 Einleitung

zur Aufbringung der Matrix [151] als giinstige Alternative zum kommerziell er-
héltlichen Verfahren der automatisierten akkustischen Matrix-Aufbringung [152].
Vielversprechend sind auch Sublimationsverfahren zum Aufbringen der Matrix,
womit sehr homogene Matrixschichten erhalten werden konnen [24, 153]. Génzlich
l6sungsmittelfrei wird beim dry-coating gearbeitet, bei dem feines Matrixpulver

durch einen Mikrometersieb auf die Probe aufgebracht wird [154].

1.4 Datenverarbeitung

Besonders bei groffen Proben, kleinen Rasterschritten und grofsem aufgenomme-
nen m/z-Bereich benotigt der Datensatz fiir eine massenspektrometrische Bildauf-
nahme schnell mehrere hundert Gigabyte an Speicherplatz. Daher werden fiir die
MST leistungsfahige PC’s oder Workstations bendtigt. Wie bei der bioanalytischen
Massenspektrometrie iiblich, hiangt die Tauglichkeit eines Massenspektrometers zu
50 % von der gelieferten Analysesoftware ab [155]. Bei MSI liegt dieser Prozentsatz
noch hoher, denn es geht hier zusétzlich um die Generierung von Bildern, bzw. um

die bestmogliche Auswertung und Darstellung einer Fiille von Informationen.

Bereits durch Vorverarbeitung der Massenspektren mittels guter Basislinien-
detektion und -Subtraktion (baseline detection and subtraction) [156] kann die
Qualitat der erzeugten Massenbilder stark verbessert werden. Weitere Vorverarbei-
tungsschritte, wie Rekalibrierung, Neuausrichtung und Normalisierung der Spek-
tren erhohen die Qualitit der Massenbilder weiter [157]. Uber statistische Analy-
sen der Datensiitze lassen sich noch detailliertere Informationen gewinnen [158—
160]. Auch diese profitieren stark von einer Vorverarbeitung der Datensétze [161].
Mittels Software ist z.B. auch méglich eine 3D-Volumenrekonstruktion [162] der
Massenbilder anzufertigen, so dass man 3D-Intensitétsverteilungen erhélt. Die ge-
nerierten Massenbilder selbst profitieren von neuen Interpolationsverfahren zur
Bildverbesserung [163] und Erkenntnissen bei der Verwendung von Farbtabellen
zur Einfarbung der Graustufenbilder [164, 165].

Das Problem der enormen Datenmengen und deren Auswertung wird bei der
Kombination von MSI mit fortschrittlichen massenspektrometrischen Methoden
wie MS/MS, FT-ICR [166] und Orbitrap [167]| vergrofert, und es wird noch mehr
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Rechenleistung und Speicherkapazitat erfordert. Dieses Problem koénnte z.B. durch

gute Linien-Detektions-Algorithmen abgeschwécht werden.

1.5 Bildgebende Massenspektrometrie in der

Kriminaltechnik

Die MSI hat bereits in der Medizin und der Bioanalytik ihren Platz gefunden.
Sie wird z.B. zur Gewebsanalyse [120, 168] und zur Untersuchung von biologi-
schen Prozessen angewendet, wobei mit Hilfe von bildgebender SIMS subzellulare
Auflésungen erzielt werden konnen [112) 117, 134]. Daher stellt sich die Frage,
warum sie nicht auch im Bereich Forensik eine breitere Anwendung findet. Erst
seit kurzem erscheinen wissenschaftliche Artikel, die sich mit diesem Thema be-
schéftigen [169, 170].

Die Identifizierung und Untersuchung von Fingerabdriicken (Daktyloskopie) ist
ein integraler Bestandteil im Bereich der Forensik und Strafverfolgung. Da zwei
Personen niemals den gleichen Fingerabdruck besitzen, ist eine Identifizierung iiber
Fingerabdriicke moglich. Fingerabdriicke sind Kontrollabdriicke von bekannten
Personen, die mit Tinte auf Papier gedruckt werden, oder gleich digital mit Hilfe
eines optischen Fingerabdruckscanners aufgenommen werden kénnen. Sie unter-
scheiden sich von den sogenannten Fingerspuren. Diese werden meist unbeabsich-
tigt erzeugt, wenn nach der Beriithrung von Gegenstdnden Riicksténde auf deren
Oberflache zuriickbleiben. Im Allgemeinen bestehen Fingerspuren aus einer trans-
parenten Hydrolipidschicht, die fiir das blofe Auge unsichtbar ist, weshalb sie in
diesem Fall als latente Fingerspuren bezeichnet werden. Die Hydrolipidschicht ist
ein Gemisch aus Schweifs und anderen Driisenausscheidungen, wie Sebum (Talg),
und besteht zum Grofsteil aus Wasser, Salzen und Fettsduren. Normalerweise ist
eine physikalische oder chemische Aufbereitung der latenten Fingerabdriicke no-
tig, um sie sichtbar zu machen. Je nach Beschaffenheit der Fingerspuren und des
Materials, auf dem sie zu finden sind, wird aus einer Vielzahl von Methoden aus-
gewahlt. Standardmethoden sind z.B. das vorsichtige Bestduben mit Rufs- oder
magnetischen Partikeln oder das Sichtbarmachen iiber Farbreaktionen mittels Nin-

hydrin oder anderen organischen Substanzen [171]. Weiterhin kénnen die Finger-
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spuren sichtbar gemacht und aufbewahrt werden, indem sie mit Sekundenkleber
(Cyanoacrylat) bedampft werden [172]. Neben der Geometrie der Fingerspur ist
deren chemische und biochemische Zusammensetzung von grofser Bedeutung, so
dass vielfaltige analytische Methoden eingesetzt werden, um z.B. nach Metaboli-
ten, Drogen, Krankheitsmarkern oder chemischen Riickstianden, wie Sprengstoffen,
zu suchen. Neuere Untersuchungsmethoden benutzen Antikérper-funktionalisierte
Nanopartikel zur Detektion von Drogen und Metaboliten [173, 174], Fluoreszenz-
bildgebung [175] und auch Infrarotspektroskopie [176], um weitere Informationen
bzgl. der Fingerspuren zu erlangen. Dabei sind optische Untersuchungsmethoden
am weitesten verbreitet, da sie eine hohe Auflésung bieten und auch kleinste Geo-
metriedetails auflosen kénnen. Allerdings miissen die Fingerspuren fiir die opti-
sche Untersuchung erst iiber komplizierte Verfahren vorbereitet werden. An diesem
Punkt kann das Verfahren der massenspektrometrischen Bildgebung [100, 101] sei-
ne Vorteile ausspielen, da es mit diesem moglich ist, Fingerspuren zerstorungfrei
und nahezu ohne Probenvorbereitung rasch zu analysieren. Dabei kann die MSI
nicht nur die rdumliche Geometrie der Probe analysieren, sondern zuséatzlich die

chemische Zusammensetzung und ihre rdumliche Verteilung darstellen.

Dass die MSI nicht auch im Bereich Forensik eine breitere Anwendung findet,
konnte in der niedrigeren Auflésung im Vergleich zu den optischen Methoden lie-
gen. Es werden drei Auflésungsbereiche unterschieden, tiber die sich kategorisieren
ldsst, welcher Detailgrad von einem Fingerabdruckscan erwartet werden kann. Bei
Level 1 mit einer Auflésung von 380 dots per inch / pizels per inch (dpi / ppi)
(entspricht 70 pm) konnen die drei grundlegenden Muster eines Fingerabdrucks un-
terschieden werden, der Bogen, die Schleife und der Wirbel. Bei Level 2 (500 dpi,
50 pm) konnen die sogenannten Minutiae, die Endungen und Verzweigungen der
Papillarlinien, aufgelost werden. Die Unterscheidung von Poren und Papillarli-
nien der Fingerkuppen ist ab der Auflosungsstufe Level 3 (1000 dpi, 25 um) mog-
lich [177]. Der menschliche Finger hat pro cm? etwa 100 — 200 Schweifldriisenporen
und 50 — 100 Talgdriisenporen. Die Porengréfien eines Fingers liegen im Grofen-
bereich von 50 ym (zum Vergleich, ein menschliches Haar ist durchschnittlich etwa
100 pm dick).

Zurzeit werden nur Level 1 und Level 2 Merkmale fir die Identifikation von

Fingerabdriicken verwendet. Dies heifst, dass die geringere Auflésung der MSI keine
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Rolle spielen diirfte, da es bereits kommerzielle MALDI-MSI-Gerate gibt, die eine
Auflésung unterhalb von 50 um erreichen. Sogar noch héhere Auflésungen kénnen
erzielt werden, wenn bildgebende SIMS angewendet wird [101]. Der grokte Vorteil
der MSI neben der Moglichkeit Level 1 und 2 Details von latenten Fingerspuren
ohne Probenvorbereitung zu detektieren, ist die verfiighare neue Dimension an
chemischen Informationen die dadurch zugéngig wird. Denn diese kénnen weitere
Hinweise bei Identitatsfeststellungen geben und sind besonders hilfreich, wenn kein
ausgepragter Fingerabdruck erhalten werden kann.

Im nachfolgenden Kapitel wird anhand von massenspektrometrischen Bildern
von latenten Fingerspuren demonstriert, dass MSI ein leistungsfahiges Werkzeug
fiir die Kriminaltechnik ist. Dafiir wurden verschiedene Arten von Fingerspuren
mittels MALDI-MSI und LDI-MSI analysiert. Da Lipidkomponenten praktisch in
allen Fingerpuren vorkommen, wurden lipidreiche Fingerspuren und stark schweifs-
haltige, lipidarme, aber salzreiche Fingerspuren mit und ohne Matrixunterstiitzung
untersucht.
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Kapitel 2

Experimenteller Teil

2.1 Das bildgebende Massenspektrometer

Das hier eingesetzte Spektrometer (LaserToF RS, Firma Ionics MSV) ist ein bi-
polares MALDI Reflektron Time-of-Flight Massenspektrometer (MALDI-reTOF-
MS). Neben der Moglichkeit post-source decay (PSD) zu detektieren, besitzt es
auch eine Kollisionszelle fiir collision induced dissociation (CID). Der Arbeits-
druck liegt unterhalb von 2 x 10~% mbar und wird durch eine Drehschieberpumpe
sowie eine Turbomolekularpumpe erzeugt. Die Datenaufnahme erfolgt iiber einen
1 GHz Transientenrekorder. Uber einen linearen und einen radialen Schrittmo-
tor kann der Probenhalter in minimalen Schritten von 100 ym bewegt und somit
mittels Laser abgerastert werden. Zur Laser-Desorption wird ein Stickstoff-Laser
mit einer Wellenldnge von 337 nm, einer Pulslinge von 4ns und einer Pulsener-
gie von 150 — 200 pJ verwendet (Spectra-Physics, OEM VSL-337i, Repetitionsrate
eingestellt auf 8 Hz, StrahlgroRe 3 x 7mm?). Der Laserstrahl trifft in einem Ein-
fallswinkel von 30° auf den Probenhalter auf. Die elliptische Fokusgrofe betragt
etwa 180 x 60 um? und wurde bestimmt, indem die desorbierte Fliche einer mit
Matrix beschichteten Probenplatte nach acht Laserschiissen unter dem Mikroskop
ausgemessen wurde. Die mikroskopischen Aufnahmen sind in Abb. B.2 im Anhang
gezeigt. Die Intensitédt, mit der der Laser die Probe trifft, kann iiber ein automati-

siertes Graustufenfiltersystem {iber die mitgelieferte Software eingestellt werden.
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2.1.1 Datenaufnahme

Die Massenspektren wurden im positiven Reflektron-Modus aufgenommen, in ei-
nem Massenbereich von m/z 20 bis 1000. Die Beschleunigungsspannung betrug
20kV, der Massenbereich wurde auf niedrig (bis 10kDa) eingestellt. Es wurde
keine Fokussierungsmasse gewahlt und kein Massenbereich aussortiert. Pro Spek-
trum und Schrittmotoreinstellung, d.h. Desorptionsort wurden die Spektren von
acht Laserschiissen aufsummiert. Die Schrittgréffe betrug dabei 100 um. Die ge-
wéahlte Laserintensitat lag im Bereich von 80 %, dies entspricht etwa 160 uJ pro
Puls.

Die Dauer der Datenaufnahme betrégt im Schnitt etwa 4 Sekunden pro Bild-
punkt, d.h. bei 100x100 Bildpunkten ca. 11 Stunden.

2.1.2 Datenverarbeitung und Analyse

Die Datenaufnahme und Analyse wurde mit Hilfe der beim Spektrometer mitge-
lieferten Imaging-Software, MSPortrait zur Datenaufnahme und MSAnalyze zur
Datenanalyse unter dem Betriebssystem Solaris durchgefiihrt. Der Farbverlauf so-
wie der Kontrast der resultierenden Bilder wurde teilweise im Nachhinein mittels
Adobe Photoshop® und MATLAB® angepasst, um eine differenziertere Darstel-

lung zu erreichen.

2.2 Digitalmikroskop

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Digitalmikroskop (Bresser,
BR-Biolux-LCD-Mikroskop) durchgefiihrt.

2.3 Probenvorbereitung

2.3.1 Eingesetzte Chemikalien und Materialien

Acetonitril (ACN), a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (CHCA) und Trifluoressigsiure
(TFA) wurden von Sigma-Aldrich bezogen. Das verwendete Wasser wurde doppelt

124



2.3 Probenvorbereitung

destilliert (ddH,O) und mittels Millipore Milli-QQ Wasserreinigungssystem gerei-
nigt.

2.3.2 Anfertigung der Fingerabdriicke und -spuren
Matrixauftragung

Fiir die Proben mit Matrix wurde eine geséttigte Losung von CHCA in ACN/H,0
50:50 mit 0.1 % TFA mit einer Airbrush-Pistole in mehreren Schichten auf den
Probenhalter aus Edelstahl aufgetragen und luftgetrocknet. Diese Methode lie-
fert wesentlich kleinere Matrixkristalle als die dried-droplet-Methode, bei welcher
der Probenhalter mit Matrixlosung benetzt und getrocknet wird (siehe dazu auch
Abb. B.1 im Anhang fiir die sich ergebenden Matrixkristallgrofen). Die Fingerab-
driicke wurden anschliekend auf die getrocknete Matrixschicht aufgebracht. Wird
die Matrix iiber die Fingerabdriicke gespriiht, konnen die Fingerabdriicke sehr

leicht durch das Losungsmittel der Matrix aufgelost bzw. verschmiert werden.

Tintenfingerabdriicke

Fiir die Vergleichsfingerabdriicke wurde lediglich blaue Kugelschreibertinte und
keine Matrix verwendet. Dafiir wurde die Fingerkuppe griindlich mit Tinte gefarbt
und der Finger auf ein Blatt Papier gedriickt, um iiberschiissige Tinte abzuwélzen.
Anschliefsend wurde der Fingerabdruck erstellt, indem der Finger leicht auf den

Probenhalter gedriickt wurde.

Lipidreiche Fingerspuren

Fiir die lipidreichen Fingerabdriicke wurden die Fingerkuppen zunéchst an der
Stirn gerieben, so mit Talg beladen und anschliefend leicht auf den Probenhalter

gedriickt, um die Fingerspuren zu erstellen.

Verschwitzte Fingerspuren

Zunichst wurden die Hénde mittels ddH,O griindlich gereinigt und anschliefsend

ein ungepuderter Nitrilhandschuh angezogen und fiir einige Minuten getragen, da-
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mit die Finger feucht genug waren Fingerspuren zu hinterlassen. Es wurde keine

Matrix verwendet.

2.4 Fingerabdruckerkennung

Fiir den Fingerabdruckerkennungstest wurde ein Tintenfingerabdruck auf Papier
erstellt und bei einer Auflésung von 600 dpi mit einem Flachbettscanner optisch
eingescannt. Dieser Abdruck wurde dann in eine Datenbank von 300 gescannten
Fingerabdriicken verschiedener Personen eingefiigt. Die per MSI erstellten Mas-
senbilder wurden zunéchst auf eine Auflésung von 500 dpi hochgerechnet und an-
schlieend gegen die Datenbank abgeglichen. Somit konnte eine eindeutige Uber-
einstimmung mit dem gescannten Fingerabdruck gefunden werden. Die verwende-
te Software war die VeriFinger® 3.1 Demo Applikation, welche den VeriFinger®
Algorithmus in Version 6.2 verwendet. Die Fingerabdruckdatenbank sowie die ein-
gesetzte Software wurde von der Internetseite des Herstellers NEUROtechnology
bezogen [178].
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Kapitel 3
Ergebnisse und Diskussion

3.1 Blauer Tintenfingerabdruck

Als Referenz fiir die latenten Fingerspuren wurde zunéchst ein Fingerabdruck mit-
tels blauer Kugelschreibertinte erzeugt und massenspektrometrisch untersucht.
Das aromatische Kation (monoisotopische Masse 372.2Da) des Farbstoffes Me-
thylviolett (Kristallviolett, C.I. 42535, Strukturformel siche Abb. B.5 im Anhang),
der haufig in Kugelschreibertinte eingesetzt wird, ldsst sich auch ohne Matrix sehr
leicht desorbieren und gibt im Massenspektrum intensive Signale. Ein Bild des
Fingerabdrucks ist in Abb.3.1a) zu sehen. Es zeigt ein Foto des Probenhalters
mit blauem Tintenfingerabdruck und seine Vergrofserung. Das korrespondierende
Massenbild fiir das Kation des Tintenfarbstoff ist in Abb.3.1b) gezeigt. Auf der
linken Seite ist das Intensitétsbild in Graustufen dargestellt und auf der rechten
unter Verwendung einer Farbtabelle (heat map) eingefarbt. Das Bild wurde mit
einer Rastergrofe von 100 pum aufgenommen und hat eine Grofe von 272 x 152
Bildpunkten, was 27.2 x 15.2mm? entspricht. Man erkennt, dass Foto und Mas-
senbild denselben Detailgrad aufweisen. Das Gittermuster im Massenbild kommt
durch den gravierten Probenhalter zustande. Der leichte Versatz der Gitterstruktur
begriindete sich durch eine nicht ganz fest aufliegende Probenplatte.

Weitere Massenbilder fiir den blauen Fingerabdruck sind in Abb. 3.2 zu sehen.
Die Bilder sind nach absteigender Maximalintensitit des selektierten m/z in den
Massenspektren sortiert. In Abb.3.2a) ist zum Vergleich noch einmal das Bild
fiir die Masse des Methylviolettkations dargestellt. Dabei lieferte Methylviolett

die intensivsten Signale im Vergleich zu den anderen hier dargestellten Ionen. Ab-
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27.2 mm

0% 100% 0% 100%

Abbildung 3.1: Photographie und Massenbild eines mit Tinte blau gefarbten Fingerab-
druckes bei m/z 372. Bild a) zeigt ein Foto des Probenhalters mit blauem Tintenfinger-
abdruck und seine Vergroferung. Das korrespondierende Massenbild fiir das Kation des
Tintenfarbstoff Methylviolett mit einer monoisotopischen Masse von 372.2 Da ist in Bild
b) abgebildet. Links das Intensitédtsbild in Graustufen und rechts dargestellt unter Ver-
wendung einer Farbtabelle (heat map). Das Bild wurde mit einer Rastergrofe von 100 um
aufgenommen und hat eine Grofe von 272 x 152 Bildpunkten, was 27.2 x 15.2mm? ent-

spricht.

bildungb) zeigt das Massenbild fiir das Kaliumkation, und Abb.c) fiir das Na-
triumkation. Beide Bilder zeigen eine starke Ionenkonzentration im unteren Teil
des Bildes (dicke rote Punkte) in einem Bereich, in dem keine Tinte auf den Fin-
ger aufgetragen wurde. Dies lasst auf die Detektion von Schweifiporen schliefien.
Die Maximalintensitat vom Natriumion in den Massenspektren ist etwa zehnmal
kleiner als die vom Kaliumion. Abb. d) zeigt das Massenbild bei einer willkiirlich
selektierten Masse von 197 Da, welche im Massenspektrum Rauschen entspricht. So
ist Bild d) prinzipiell ein invertiertes Bild von a), denn dort wo Tinte aufgetragen
wurde, war weniger Rauschen (Probenhalteroberfliche bzw. Verunreinigungen) zu

detektieren.

Die vermutliche Detektion von Schweiftporen, d.h. die Detektion von punktfor-
migen Ansammlungen hoher Kaliumkonzentration, ist beachtlich, denn die hier

verfiighare Auflésung sollte nicht ausreichen, um die Schweifsporen in ausreichen-
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3.1 Blauer Tintenfingerabdruck

der Qualitdt von den Papillarlinien zu unterscheiden. Der Fokus auf die Auflo-
sung allein vernachlédssigt aber die Funktion der Schweifsporen, welche hier deut-
lich dargestellt wird. Weiterhin ist eine Verunreinigung in dieser geordneten Form
praktisch auszuschliefen und somit der Schluss naheliegend, dass es sich um durch
Schweifsporen erzeugte Schweifstropfen handelt. Weitere Untersuchungen dazu sind
im Abschnitt 3.4 beschrieben. Dieses Ergebnis unterstreicht die Leistung der MSI

besonders auch lebende Systeme untersuchen zu koénnen.

c)

100% I

372 Da 39 Da 23 Da 197 Da
Methylviolett Kalium Natrium Rauschen

Abbildung 3.2: Massenbilder des blau gefarbten Fingerabdruckes fiir verschiedene Mas-
sen. Die Bilder sind nach absteigender Maximalintensitit des selektierten m/z in den
Massenspektren sortiert. In Bild a) ist zum Vergleich noch einmal das Bild fiir die Masse
des Methylviolettkations dargestellt. Abbildungb) zeigt das Massenbild fiir das Kalium-
kation, und Abb.c) fiir das Natriumkation. Beide Bilder zeigen eine starke Ionenkon-
zentration im unteren Teil des Bildes (dicke rote Punkte) in einem Bereich, wo keine
Tinte auf den Finger aufgetragen wurde. Dies lasst auf die Detektion von Schweiffporen
schliefsen. Die Maximalintensitiat vom Natriumion im Massenspektrum ist etwa zehnmal
kleiner als die vom Kaliumion (sieche Abschnitt 3.4). Die Abb.d) zeigt das Massenbild
bei einer willkiirlich selektierten Masse von 197 Da, welche im Massenspektrum Rauschen
entspricht. So ist Bild d) prinzipiell ein invertiertes Bild von a). Denn dort, wo Tinte auf-
getragen wurde, war weniger Rauschen (Probenhalteroberfliche bzw. Verunreinigungen)
zu detektieren. Zu den Abmessungen der Bilder siche Abb. 3.1.
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Im Folgenden werden latente Fingerspuren, d.h. schwer sichtbare bis unsichtbare

Fingerabdriicke, untersucht.

3.2 Lipidreiche Fingerspuren mit Matrix

Zunachst wurden Massenbilder einer lipidreichen Fingerspur erzeugt. Dazu wurde
der Finger vor dem Aufpressen auf den mit Matrix eingespriihten Probenhalter
an der Stirn gerieben, um ihn mit Talg einzureiben. In Abb. 3.3 sind die erzeug-
ten Massenbilder aufgelistet. Abb.3.3a) zeigt das Massenbild fiir die Masse des
Kaliumions. Dieses ist in jeder Fingerspur présent und kann fast immer als Masse
selektiert werden, um ein Bild der Fingerspur zu generieren. Hier weist es aufgrund
des Matrixuntergrunds im gesamten Bild eine starke Intensitét auf, weshalb die
Fingerspur nur schlecht erkennbar ist. Interessanterweise ist das Gittermuster des
Probenhalters noch deutlich erkennbar. Abb. 3.3 b) zeigt Massenbilder fiir Matrix-
Salz-Addukte. Es ist erkennbar, dass Matrix tiberall dort fehlt, wo die Fingerspur
verlduft. In Abb.3.3¢) ist das Massenbild fiir das vermutete Dimethyldioctade-
cylammonium dargestellt. Dieses wird z.B. hiufig als Detergenz in Haarshampoo
und Kosmetikprodukten eingesetzt. Die Masse von 523 Da kann zu einem Abbau-
produkt dessen gehoren oder zu einer Fettsdure. Das Massenbild fiir die Masse von
Cholesterol ist in Abb. 3.3d) abgebildet. Cholesterol ist bei weitem das am meisten
vorkommende Sterol in tierischem Gewebe und ist hier deutlich auf der gesamten
Fingerspur zu erkennen. Die Massenbilder fiir zwei Fettsduren sind in Abb. 3.3¢e)
zu sehen. Im Ganzen wurde die Fingerspur in guter Qualitit und detailreich abge-
bildet. Da Cholesterol und Dimethyldioctadecylammonium mit grofler Intensitéat
detektiert wurden, lasst dies darauf schliefsen, dass das Gesicht der Person, die ih-

ren Fingerabdruck zur Verfiigung gestellt hatte, mit Hautcreme eingerieben war.
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C)

a)
100% I
0% |

39 Da 252 Da 441 Da 523 Da 551 Da
Kalium Matrix Matrix Dimethyl-
dioctadecyl-
d) e) ammonium
100%
0%| I

368 Da 312 Da 340 Da

Cholesterol

Abbildung 3.3: Massenbilder einer lipidreichen latenten Fingerspur aufgebracht auf ei-
ne Matrixschicht. Abb. a) zeigt das Massenbild fiir die Masse des Kaliums. Kalium weist
aufgrund des Matrixuntergrunds im gesamten Bild starke Intensitdt auf, weshalb die
Fingerspur nur schlecht erkennbar ist. Interessanterweise ist das Gittermuster des Pro-
benhalters noch deutlich erkennbar. Abb. b) zeigt Massenbilder fiir Matrix-Salz-Addukte.
Es ist erkennbar, dass Matrix iiberall dort fehlt, wo die Fingerspur verlduft. In Abb. ¢) ist
das Massenbild fiir das Dimethyldioctadecylammonium dargestellt. Die Masse von 523 Da
kann zu einem Abbauprodukt dessen gehéren oder zu einer Fettsdure. Das Massenbild fiir
die Masse von Cholesterol ist in Abb. d) abgebildet. Auch hier ist die Fingerspur deutlich
sichtbar. Die Massenbilder fiir zwei Fettséuren sind in e) zu sehen. Die Bilder haben eine
Grofe von 113 x 66 Bildpunkten (11.3 x 6.6 mm?). Zugehorige Massenspektren sind in
Abb. 3.4 zu finden.
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Représentativ sind in Abb. 3.4 die korrespondierenden Massenspektren fiir zwei
Bildpunkte der lipidreichen Fingerspur abgebildet. Im positiven Bereich a) und
nach oben aufgetragen ist das Spektrum fiir den Rasterpunkt 1,1 (erster Raster-
punkt, Ursprung links oben), welches iiberwiegend Matrix-Salz-Addukte (CHCA)
zeigt. Nach unten b) im negativen Bereich aufgetragen ist das Spektrum fiir Po-
sition 36,78, welche sich mitten auf der Fingerspur befindet. Es zeigt eine starke
Intensitét fiir Cholesterol bei m/z 368.3. Auch das Signal fiir das Dimethyldioc-
tadecylammoniumion bei m/z 550.5 ist relativ stark. Die iibrigen beschrifteten

Signale sind vermutlich Fettsduren zuzuordnen.
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Abbildung 3.4: Massenspektren einer lipidreichen latenten Fingerspur auf Matrix. Re-
prasentative Massenspektren fiir zwei Rasterpunkte der lipidreichen Fingerspur (siehe
auch Abb. 3.3). Nach oben aufgetragen a) ist das Massenspektrum fiir den Rasterpunkt
1,1 (erster Rasterpunkt, Ursprung links oben), welches tiberwiegend Matrix-Salz- Addukte
(CHCA) zeigt. Nach unten b) im negativen Bereich aufgetragen ist das Spektrum fiir Po-
sition 36,78, welche sich mitten auf der Fingerspur befindet. Es zeigt eine starke Intensitét
fiir Cholesterol bei m/z 368.3. Ebenfalls ist das Signal fiir das Dimethyldioctadecylam-
moniumion bei m/z 550.5 relativ stark. Die tibrigen beschrifteten Signale sind vermutlich

Fettsauren zuzuordnen.
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3.3 Vergleich lipidreicher Fingerspuren ohne

Matrix von unterschiedlichen Personen

Im Folgenden wird darauf eingegangen, ob die Verwendung von Matrix bei der
Untersuchung von Fingerspuren zwingend notig ist. Weiterhin werden Fingerspu-
ren von zwei Personen verglichen, um zu zeigen, dass bzgl. der Massenbilder von
einem chemischen Fingerabdruck im doppelten Sinne gesprochen werden kann.

Es wurden Fingerspuren derselben Person, von der die Fingerspuren in Abb. 3.3
stammen, ohne Verwendung von Matrix untersucht. Das Verwenden von Matrix
unterstiitzt im Allgemeinen nur die Analytik und sollte keinen Einfluss auf den De-
tailgrad der ermittelten Fingerspur haben. Die Giite des Fingerabdruckes héngt
von der aufgebrachten Menge an Sebum und auch vom verwendeten Aufpressdruck
ab. Ebenso gibt es unterschiedliche Resultate, wenn der Finger abgerollt wird oder
nicht. In der Abb. 3.5 sind die Massenbilder ohne Verwendung von Matrix erstellt
worden. Der Strukturdetailgrad der Fingerspuren reicht fiir eine Identifizierung
nicht aus. Trotzdem ist es moglich die Spuren einer Person zuzuordnen, wenn die
zugehorigen Massenspektren untersucht werden. Alle dargestellten Massen wurden
bereits bei Abb. 3.3 besprochen. Abb.3.5d) rechts zeigt den markierten Raster-
punkt zu dem das Massenspektrum von Abb. 3.7b) gehort.

In der Abb. 3.6 sind Massenbilder von lipidreichen Fingerspuren einer zweiten
Person aufgefiihrt. Auch hier wurde keine Matrix verwendet. Der Detailgrad der
Massenbilder ist gut, allerdings zeigen die Bilder nur einen kleinen Ausschnitt der
Fingerspur, was eine Identifizierung erschwert. Die Masse in Abb.c) kann einem
Picolinylester (Picolinyl-5-docosenoat) zugeordnet werden (siche auch Abb. 3.14).
Wie gehabt, zeigt Abb. 3.6 ¢) rechts den markierten Rasterpunkt, zu dem das Mas-
senspektrum von Abb.3.7a) gehort. Weiterhin soll dieses Beispiel veranschauli-
chen, zu welchen praktischen Problemen die nachtrigliche Anwendung einer Ma-
trix fiilhren kann. Wie zu sehen ist, weisen alle Massenbilder dieser Reihe im oberen
Teil eine stark verminderte Papillarstrukturqualitit auf. Der untere Teil der Fin-
gerpur wurde mit einem Blatt Papier abgedeckt und der obere mit Matrixlosung
mittels Airbrush-Technik bespriiht. Dadurch wurde die Papillarlinienstruktur auf-
gelost bzw. stark mit Matrix iiberdeckt. Somit ist bei der Anwendung von Matrix

nach diesem Verfahren Vorsicht geboten, um die Fingerspur nicht zu zerstéren. Wie
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Abbildung 3.5: Massenbilder einer lipidreichen latenten Fingerspur ohne Verwendung
von Matrix. Der strukturelle Detailgrad der Massenbilder reicht fiir eine Identifizierung
nicht aus. Unter Verwendung der zugehorigen Massenspektren kann dies trotzdem erfol-
gen. Die aufgefithrten Massen wurden bereits in bei Abb. 3.3 besprochen. Abb. d) rechts
zeigt den markierten Rasterpunkt, zu dem das Massenspektrum von Abb. 3.7b) gehort.
Die Bilder haben eine Grofe von 82 x 81 Bildpunkten (8.2 x 8.1 mm?).

bereits geschrieben, wird die Matrix nicht benétigt, um die Fingerspur sichtbar zu
machen. Auch scheint das Aufbringen von Matrix bzgl. der Papillarstruktur eher
Schwierigkeiten zu bereiten. Zur Analyse der chemischen Fingerspurkomponenten
wird die Anwendung von Matrix auch nicht zwingend benétigt, wie im Folgenden
gezeigt wird.

Werden Massenspektren von Fingerspurmassenbildern unterschiedlicher Perso-
nen verglichen, so kann eine Identifizierung anhand der chemischen Zusammen-
setzung der Fingerspur erfolgen, falls die Qualitdt der Papillarstruktur dies nicht
zulassen sollte. Dies wird durch die Massenspektren in Abb. 3.7 verdeutlicht. Diese
Spektren sind reprasentativ fiir die dazugehorigen Massenbilder. Das Massenspek-
trum in Abb. 3.7a) gehort zu den Massenbildern in Abb. 3.6 und das Spektrum in
Abb. 3.7b) gehort zu den Bildern in Abb. 3.5. Der Unterschied zwischen den Spek-
tren ist deutlich sichtbar. Wéhrend Spektrum a) Signale von Picolinylestern um
m/z 429.3 zeigt (siche Abb.3.14), zeigt b) Signale von Cholesterol bei m/z 386.3
und dem Dimethyldioctadecylammoniumion bei m/z 550.5 (vergleiche Abb. 3.4).
Weiterhin weist das Signal bei m/z 177.8 auf ein Kaliumaddukt von Salicylsaure
hin. Salicylsédure findet in Gesichtskosmetika hiufig Verwendung als Mittel gegen

Akne. Da die Fingerspuren und Massenbilder alle an verschiedenen Tagen erstellt
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wurden, die Massenpektren und somit die Fingerspuren aber zwei verschiedenen
Personen zugeordnet werden konnen, zeigt dies, dass die mittels MSI gewonne-
ne chemische Information eine starke Hilfestellung bei einer Identifizierung liefern
kann. So kann in diesem Fall aufgrund von unterschiedlichen Hauttypen bzw. der
Verwendung oder nicht Verwendung von Hautcremes eine Zuordnung der Finger-

spuren zur jeweiligen Person erfolgen.

Weiterhin wurde dargestellt, dass die Aufbringung von Matrix auf Fingerspuren
vorsichtig und unter Auswahl geeigneter Verfahrensprotokolle erfolgen muss, um
die Papillarstruktur der Fingerspuren nicht zu zerstéren. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass die Verwendung von Matrix nicht zwingend erforderlich ist.
Dies wird beim Vergleich der Massenspektren aus Abb. 3.4 und Abb.3.7b) deut-

0%

39 Da
Kalium

Abbildung 3.6: Massenbilder einer lipidreichen latenten Fingerspur ohne Verwendung
von Matrix. Der strukturelle Detailgrad der Massenbilder ist hoch. Allerdings erschwert
der kleine Ausschnitt der Fingerspur eine Identifizierung. Die Masse in Abb. c¢) kann ei-
nem Picolinylester (Picolinyl-5-docosenoat) zugeordnet werden (siehe auch Abb.3.14).
Die Abb. c¢) zeigt rechts den markierten Rasterpunkt, zu dem das Massenspektrum von
Abb.3.7a) gehort. Alle Massenbilder dieser Reihe weisen im oberen Teil eine stark ver-
minderte Papillarstrukturqualitdt auf. Der untere Teil der Fingerpur wurde mit einem
Blatt Papier abgedeckt und der obere mit Matrixlésung mittels Airbrush-Technik be-
spritht. Dadurch wurde die Papillarlinienstruktur aufgelost bzw. stark mit Matrix tiber-
deckt. Dies soll veranschaulichen, zu welchen praktischen Problemen die nachtrégliche
Anwendung von Matrix fiihren kann. Die Bilder haben eine Gréfse von 62 x 53 Bildpunk-
ten (6.2 x 5.3 mm?).
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lich, denn das Spektrum aus der letzteren Abbildung weist mindestens genauso

viele Signale auf.

Um diese Ergebnisse nochmals zu unterstiitzen, wurden lipidreiche Fingerspuren
angefertigt, bei denen das Gesicht einige Stunden zuvor mittels Hautcreme (Nivea)
eingerieben wurde. Somit sollten in der Fingerspur zusétzlich Bestandteile der Cre-
me gefunden werden. Die resultierenden Massenbilder sind in Abb. 3.8 dargestellt.
Die Massen von 319 Da bis 372 Da sind der Hautcreme zuzuordnen. Das repra-

sentative zugehorige Massenspektrum wird in Abb. 3.9b) mit dem Spektrum der
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Abbildung 3.7: Massenspektren der lipidreichen latenten Fingerspuren von zwei un-
terschiedlichen Personen. Es wurde keine Matrix verwendet. Die Spektren sind représen-
tativ fiir die dazugehorigen Massenbilder. Spektrum a) gehort zu den Massenbildern in
Abb. 3.6 und Spektrum b) gehort zu den Bildern in Abb. 3.5. Der Unterschied zwischen
den Spektren ist deutlich sichtbar. Wahrend Spektrum a) Signale von Picolinylestern
um m/z 429.3 zeigt (siehe Abb. 3.14), zeigt b) Signale von Cholesterol bei m/z 386.3 und

dem Dimethyldioctadecylammoniumion bei m/z 550.5 (siehe Abb. 3.4). Weiterhin weist
das Signal bei m/z 177.8 auf ein Kaliumaddukt von Salicylsdure hin.
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Fingerspur ohne Creme aus Abb. 3.7a) verglichen. Bis auf einen Bereich in Spek-
trum b) um m/z 350 sind sich beide Spektren dhnlich. Die Signale von m/z 319
bis m/z 372 lassen sich Bestandteilen der Hautcreme zuordnen und sind vermut-
lich Kaliumaddukte von Mineral6l. Durch diese Ergebnisse wird gezeigt, dass der
mittels MSI sichtbar gemachte chemische Fingerabdruck personenspezifisch sein

kann und dass er fiir eine Personenidentifizierung hilfreich ist.

) ....
O%‘

119 Da 143 Da 319 Da 344 Da
) . ‘ . .
0% ‘ g
358 Da 372 Da 413 Da 429 Da

Abbildung 3.8: Massenbilder einer lipidreichen latenten Fingerspur mit Gesichtscreme
ohne Verwendung von Matrix. Der strukturelle Detailgrad der Massenbilder ist hoch. Die
Massen von 319 Da bis 372 Da sind der Hautcreme zuzuordnen. Die Bilder haben eine
Gréfe von 100 x 109 Bildpunkten (10.0 x 10.9 mm?).
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Abbildung 3.9: Massenspektren der lipidreichen latenten Fingerspuren mit und ohne
Gesichtscreme von ein und derselben Person. Die Spektren sind représentativ fiir die
dazugehorigen Massenbilder. Spektrum a) gehort zu den Massenbildern in Abb. 3.6 ohne
Hautcreme und Spektrum b) gehort zu den Bildern in Abb. 3.8 mit Creme. Bis auf einen
Bereich um m/z 350 sind sich die Spektren &hnlich. Die Signale von m/z 319 bis m/z 372
lassen sich Bestandteilen der Hautcreme zuordnen und sind vermutlich Kaliumaddukte

von Mineraldl.
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3.4 Detektion von Hautporen

Wie bereits zu Abb. 3.2 im Abschnitt 3.1 angesprochen, wurden bei diesem Mas-
senbild vermutlich Schweifsdriisenporen oder Talgdriisenporen erkannt. Auch wenn
die Auflésung der MSI in unserem Fall nicht ausreichend sein sollte, Schweifspo-
ren von Papillarlinien zu unterscheiden, so kénnen doch erzeugte Schweifstropfen
detektiert und somit die Schweifsporen lokalisiert werden. Dieses Level 3 Merkmal
konnte eine Identifizierung anhand der Fingerspur unterstiitzen.

Die Massenbilder einer weiteren lipidreichen Fingerspur sind in Abb. 3.10 aufge-
fithrt. Dabei wurde der Abdruck auf die Riickseite des Probenhalters aufgebracht,
um das Gittermuster der Vorderseite nicht im Massenbild wiederzufinden. Deutlich
erkennbar sind die Papillarlinien der Fingerspur und viele vereinzelte Punkte hoher
Intensitét, die auf den Linien liegen. Der Kontrast der abgebildeten Graustufen-
bilder wurde stark erhcht, um die Punkte besser sichtbar zu machen. Punkte, die
in allen Massenbildern an gleicher Stelle vorkommen, wurden rot umrandet. Die
Zuordnung von Kalium ist eindeutig. Die Masse von 429 Da lésst sich einem Pi-
colinylester zuordnen (Picolinyl-5-docosenoat, siche auch Abb. 3.14). Die {ibrigen
Massen konnen Abbauprodukten von Fettsduren oder Fettsédureestern zugeordnet
werden.

Das Massenbild fiir die Masse des Natriumions in Abb.3.11 weist keine Uber-
einstimmung in den Punktlokationen auf. Dies konnte heifsen, dass es sich deshalb
bei den detektierten Punkten nicht um Schweiffporen handelt. Auch wenn die
Schweifisekretion von Natriumionen im Durchschnitt viermal grofer ist als die von
Kaliumionen [179], so ist aber zu beachten, dass die Desorbierbarkeit von Kaliu-
mionen im Vergleich zu Natriumionen um etwa einen Faktor 30 grofer ist (siehe
dazu Abschnitt 3.4 in Teil II). Somit kénnte es durchaus sein, dass hier Schweif-

oder Talgdriisenporen sichtbar gemacht wurden.
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Abbildung 3.10: Massenbilder einer lipidreichen latenten Fingerspur ohne Matrix.
Deutlich erkennbar sind die Papillarlinien der Fingerspur und viele vereinzelte Punkte
hoher Intensitét, die auf den Linien liegen. Der Kontrast der abgebildeten Graustufenbil-
der wurde stark erhoht, um die Punkte besser sichtbar zu machen. Punkte, die in allen
Massenbildern an gleicher Stelle vorkommen, wurden rot umrandet. Die Bilder haben
eine GroRe von 193 x 119 Bildpunkten (19.3 x 11.9 mm?).

0%

23 Da 57 Da 154 Da 179 Da

Natrium

Abbildung 3.11: Massenbilder einer lipidreichen latenten Fingerspur ohne Matrix.
Das Massenbild fiir 57 Da wurde fiir die Fingerabdruckerkennung ausgewéhlt (siche Ab-
schnitt 3.7). Die Bilder haben eine Gréke von 193 x 119 Bildpunkten (19.3 x 11.9 mm?).
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3.5 Vergleich lipidreicher Fingerspuren mit und

ohne Matrix

Zum Vergleich der Massenbilder der lipidreichen Fingerspuren mit Matrix aus
Abb. 3.3 mit denen ohne Matrix aus Abb.3.10 sind sie in der Abbildung 3.12
gegeniibergestellt. In den Massenbildern der lipidreichen latenten Fingerspur, auf-
gebracht auf eine Matrixschicht, in Abb3.12a) lésst sich die Fingerspur aufgrund
des Matrixuntergrundes nur schwer erkennen. Im Vergleich dazu ist der erreich-
te Detailgrad der Fingerspur in den Massenbildern ohne Matrix, dargestellt in
Abb. 3.12b), wesentlich héher und die Papillarlinien sind deutlich erkennbar.
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Abbildung 3.12: Vergleich von Massenbildern einer lipidreichen latenten Fingerspur

mit und ohne Matrix. In der Abb.a) wurden die Fingerspuren auf eine Matrixschicht

aufgebracht. Die Fingerspur lasst sich aufgrund des Matrixuntergrundes nur schwer er-

kennen. Im Vergleich dazu ist der Detailgrad der Fingerspur in den Massenbildern von
Abb. b) sehr hoch und die Papillarlinienstruktur eindeutig sichtbar. Die Bilder in Abb. a)
haben eine Gréfe von 113 x 66 Bildpunkten (11.3 x 6.6 mm?) und die in Abb.b) eine
Grofe von 193 x 119 Bildpunkten (19.3 x 11.9 mm?).
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3.6 Verschwitzte Fingerspuren

Als Gegenbeispiel zu den lipidreichen Fingerspuren wurden feuchte, verschwitzte
Fingerspuren untersucht. Die erzeugten Massenbilder sind in Abb. 3.13 dargestellt.
Auch ohne viel fettige Komponenten in der Fingerspur, die eine Papillarlinien-
struktur aufrecht erhalten konnten, ist eine Linienstruktur deutlich zu sehen. Da
der Finger beim Erstellen der Fingerspur sehr feucht war und nach oben abgerollt
wurde, blieb eine kleine Schweifspfiitze im linken oberen Teil der Spur zuriick. Nach
dem Trocknen sind dort fast keine strukturellen Details erhalten geblieben. Ins-
gesamt sind die Fingerspuren daher relativ unscharf und verschmiert. Dies wird
besonders durch Abb.3.13b) gut illustriert. Die getrocknete Schweifpfiitze hat
im linken oberen Bildbereich sehr viel Kaliumsalz zuriickgelassen. Fiir die Masse
von 105 Da in ¢) ist eine Linienstruktur erkennbar, die interessanterweise iiber das
gesamte Bild erhalten bleibt. Diese Lipidkomponente scheint also schwer wasser-
16slich zu sein. Im Gegensatz dazu zeigt Abb.d) nur erhaltene Linienstruktur im
rechten unteren Bildbereich, also komplementéar zu Abb.b). Es handelt sich bei
dieser Komponente wohl um eine Fettsdure und diese scheint gut wasserloslich zu
sein, weil die durch sie erzeugte Linienstruktur durch die Scheifipfiitze aufgelost
wurde. Die Abb.e) zeigt das Massenbild eines zugeordneten Picolinylesters mit
429 Da. Rechts daneben ist ein kontrastverbessertes Graustufenbild mit markier-
tem Bildpunkt, fiir den das Massenspektrum in Abb. 3.14 zugehérig ist.

Das zugehorige Massenspektrum fiir den Rasterpunkt 57,44 ist in Abb. 3.14
prisentiert. Die hochmassigen Komponenten kénnen folgenden Picolinylestern zu-
geordnet werden: m/z 375.0 Picolinyloctadecanoat, m/z 389.1 Picolinylnonadeca-
noat, m/z 402.8 Picolinylicosanoat, m/z 413.2 Picolinyl-5,9-henicosenoat und fiir
m,/z 428.8 Picolinyl-5-docosenoat.

Dieses Beispiel zeigt noch einmal deutlich die Vorteile der MSI. Die geringen
Strukturdetails der Fingerspur konnten durch die Information der chemischen Zu-
sammensetzung der Spur ergénzt werden. Neben der Analyse der Schweifkompo-

nenten, konnte auch eine Aussage iiber deren Wasserloslichkeit getroffen werden.
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Abbildung 3.13: Massenbilder einer verschwitzten latenten Fingerpur ohne Matrix. Das
Massenbild fiir Natrium in Abb. a) zeigt keine Linienstruktur. Fiir Kalium in b) ist eine
deutliche Linienstruktur zu erkennen. Dabei ist die Konzentration von Kalium besonders
im Bildbereich links oben sehr hoch. Fiir die Masse von 105Da in c) ist eine Linien-
struktur erkennbar, die iiber das gesamte Bild erhalten bleibt. Im Gegensatz dazu zeigt
Abb. d) nur erhaltene Linienstruktur im rechten unteren Bildbereich, also komplementéar
zu b). Die Abb.e) zeigt das Massenbild eines zugeordneten Picolinylesters mit 429 Da.
Rechts daneben ist ein kontrastverbessertes Graustufenbild mit markiertem Bildpunkt,
fiir den das Massenspektrum in Abb. 3.14 zugehorig ist. Die Bilder haben eine Gréfe von
95 x 72 Bildpunkten (9.5 x 7.2mm?).
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Abbildung 3.14: Massenspektrum der verschwitzten Fingerpur bei Rasterpunkt 57,44
(Ursprung links oben). Siehe auch Abb. 3.13e) fiir die genaue Rasterpunklage. Das Spek-
trum zeigt mehrere Signale, die Picolinylestern zugeordnet werden kénnen: m/z 375.0
Picolinyloctadecanoat, m/z 389.1 Picolinylnonadecanoat, m/z 402.8 Picolinylicosanoat,

m/z 413.2 Picolinyl-5,9-henicosenoat, m/z 428.8 Picolinyl-5-docosenoat.
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3.7 Fingerabdruck — Rekonstruktion und

Erkennung

Um die Qualitdt der von den Fingerspuren erzeugten Massenbilder auf Identifi-
zierbarkeit zu iiberpriifen, wurden exemplarisch zwei Bilder mittels der Fingerab-
druckerkennungssoftware VeriFinger® [178] ausgewertet und mit Fingerabdriicken
in einer Datenbank verglichen, in der sich ein optisch eingescannter Abdruck des-
selben Fingers befand. Zur genauen Vorgehensweise sei auf den Abschnitt 2.4 im
Experimentalteil verwiesen. Da die Papillarlinienstrukturgiite des Abdruckes aus
Abschnitt 3.1 aufgrund des Gitterversatzes nicht ausreichend war, wurde ein Mas-
senbild eines neuen Fingerabdruckes erstellt. In der Abb. 3.15 ist das resultierende
Massenbild fiir die Masse des Tintenfarbstoffes mit 372.2 Da gezeigt.

Das Graustufenbild ist in Abb. 3.16 a) links noch einmal zu sehen. Zum Vergleich
ist rechts daneben der optisch eingescannte Tintenfingerabdruck auf Papier dessel-
ben Fingers zu sehen. Die Erkennungssoftware hat die Ubereinstimmung der bei-
den Fingerabdriicke festgestellt (softwarespezifischer Ubereinstimmungsgrad: score
111). Ein Vergleich der Abdruckcharakteristika ist in Abb.3.16b) abgebildet. Da-

bei sind in griiner Farbe die computergenerierten Abdriicke illustriert und mittels

100% 100%

0%
372 Da
Methylviolett

Abbildung 3.15: Massenbild eines mit Tinte blau gefirbten Fingerabdruckes fiir das
Kation des Tintenfarbstoffes Methylviolett mit einer Masse von 372.2Da. Rechts das
Intensitétsbild in Graustufen und links dargestellt unter Verwendung einer Farbtabelle
(heat map). Die Bilder haben eine GréRe von 129 x 127 Bildpunkten (12.9 x 12.7 mm?).
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roten Punkten und Linien Merkmale hervorgehoben. Rote Linien im rechten Bild
geben Auskunft iiber den Ubereinstimmungsgrad. Da es sich beim Massenbild nur
um einen kleinen Ausschnitt des Abdruckes handelt, ist die Ubereinstimmung nicht
besonders grof. Trotzdem konnte der Fingerabdruck innerhalb der 300 Datensétze
eindeutig zugeordnet werden.

Ebenso wurde fiir das Massenbild eines latenten Fingerabdrucks ohne Matrix
verfahren. Um keine Beeinflussung der Erkennung durch das Probenhalterraster
zu erhalten, wurde die Fingerspur auf der Riickseite des Probenhalters aufgebracht,
da sich auf dieser Seite kein Raster befindet. Das kontrastverbesserte Massenbild
fiir m/2 57 ist in Abb.3.16¢) gezeigt. Auf der rechten Seite ist nochmal der op-
tisch eingescannte Fingerabdruck zu sehen. Abb.3.16d) zeigt das Ergebnis der
Erkennungssoftware. Der Abdruck wurde eindeutig identifiziert und der Uberein-
stimmungsgrad ist hoher als beim ersten Beispiel (score 327).

Die Ergebnisse zeigen zum einen, dass die Methode der MSI in der Lage ist iden-
tifizierbare Bilder von latenten Fingerspuren zu erzeugen und zum anderen, dass
die hier verfiighare Auflosung dazu ausreicht. Der fortschrittlichen Erkennungs-
software ist es dabei zu verdanken, dass auch Teile von ganzen Fingerabdriicken

ausreichen, um einen Fingerabdruck eindeutig zu identifizieren.

3.8 Fazit und Ausblick

Die MALDI-MSI ist ein leistungsfdhiges Werkzeug fiir die Kriminaltechnik. Wie
gezeigt wurde, kann der sichtbar machbare chemische Fingerabdruck fiir eine Per-
sonenidentifizierung ausreichend sein. Weiterhin kénnen mittels MSI anhand der
gewonnenen chemischen Informationen auch Level 3 Merkmale von Fingerspuren
erkannt werden, auch wenn die Massenbildauflésung nicht sehr hoch ist. Zuséatzlich
kann anhand der Detektion von Schweifiporen auf den Zustand des Fingers, der
die Spur hinterlassen hat geschlossen werden, z.B. ob er zu einer lebenden Person
gehort, oder nicht.

Fiir die Zukunft wird versucht die Auflésung des bildgebenden Massenspektro-
meters zu erhohen. Dies soll iiber die Verbesserung des Laserfokus erfolgen. Auch

die Aussicht andere Lasersysteme einzusetzen scheint vielversprechend.
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Abbildung 3.16: Test zur Fingerabdruck-Erkennung und -Rekonstruktion. Abb.a)
zeigt links das Massenbild eines Tintenfingerabdruckes fiir die Masse des Farbstoffs bei
m/z372.2 und rechts den optisch gescannten, auf Papier aufgebrachten Tintenfingerab-
druck desselben Fingers. Mit einer Fingerabdruckerkennungssoftware wurde das Massen-
bild gegen eine Fingerabdruckdatenbank abgeglichen, in der auch der optisch gescannte
eingefiigt war. Die computergenerierten Bilder beider Abdriicke und ihr Ubereinstim-
mungsgrad sind in Abb.b) gezeigt. Der Abdruck konnte eindeutig identifiziert werden.
Dies wurde ebenso fiir das Massenbild fiir m/z 57 einer latenten Fingerspur durchgefiihrt
(siehe Abb. ¢) links). Auch hier wurde der Abdruck eindeutig identifiziert. Die generierten
Abdriicke und ihr Ubereinstimmungsgrad sind in Abb. d) dargestellt.
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Referenz

Akronym Bedeutung
AP atmospheric pressure
AP-FL-MALDI-MS AP free liquid MALDI MS
DESI desorption electrospray ionization
DIOS desorption/ionization on silicon
ESI electrospray ionization
FAB fast atom bombardment
FTICR fourier transform ion cyclotron resonance
IMS imaging mass spectrometry
LAESI laser ablation electrospray ionization
LAMMA laser microprobe mass analysis
LDI laser desorption /ionization
MALDI matrix assisted laser desorption/ionization
MS mass spectrometry or mass spectrum
MSI mass spectrometry imaging
Q quadrupol mass filter
SALDI surface assisted laser desorption/ionization
SIMS secondary ion mass spectrometry
TOF time of flight

[180]

Abel, Charvat [60]

Cooks [139]

[181]

Dole, Fenn [182, 183]
Barber [184]

Marshall [185]

[101]

Vertes [142]

Hillenkamp, Karas [102, 103]
0]

Karas, Hillenkamp [2-4]
Thomson [110]

Caprioli (MALDI-MSI) [100]
Paul [1806]

Tanaka [5]

Thomson, Herzog [110-112]
Stephens [187]

Tabelle A.1: Verzeichnis der gebrauchlichsten Akronyme in der Massenspektrometrie.
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Spektralbereich Laser Wellenldnge [nm| Photonenenergie [eV]

VUV F, 157 7.90
UV-C Nd:YAG (4 x) 266 4.66
UV-A N, 337 3.68
UV-A Nd:YAG (3 x) 355 3.49
NIR Nd:YAG 1064 1.17
MIR Nd:YAG, OPO 2850 0.44
MIR CO, 10591 (10P20) 0.12

Tabelle A.2: Photonenenergien fiir gebrauchliche Laserwellenléangen.

Massenbereich [Da| Eichkurve

0—200 m/z=0.07539 — 0.31239 - t + 0.66431 - ¢2
2 — 2000 m/z = 1.93745 — 0.64578 - t + 0.67485 - {2
5000 — 40000 m/z = 2268.665453 — 51.948906 - ¢ + 0.999194 - ¢*

Tabelle A.3: Eichkurven fiir das TOF-MS fiir unterschiedliche Massenbereiche und
Spektrometereinstellungen. Die Flugzeit ¢t wird in ps angegeben. Siehe auch Tab. 2.1 in

Kap. 2 von Teil I fiir die Spektrometereinstellungen.
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Masse |Da]
Li 6 (8%) 7 (93%)
Na 23 (100 %)
K 39 (93%) 41 (7%)
Rb 85 (72%) 87 (28%)
Cs 133 (100 %)
Ca 40 (97%) 42 (1%) 44 (2%)
Cl 35 (76 %) 37 (24 %)
NH, 17
Formamidin 44
Guanidin 59
Asparaginsédure 133
Lysin 146
Histidin 155
Arginin 174
Arg-Gly-Asp-Ser 433
Ham b 616
Cytochrom C 12384
Lysozym 14386
Apomyoglobin 16952 [188]

Tabelle A.4: Masseniibersicht. Die relevante, relative Haufigkeit der auftretenden na-

tiirlichen Isotope ist jeweils in Klammern hinter der Masse angegeben.
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Grafischer Anhang

Abbildung B.1: Vergleich von unterschiedlich erzeugten Matrixkristallen. Die beiden

Bilder zeigen digitalmikroskopische Aufnahmen von CHCA-Matrixkristallen auf einem
Glasobjekttrager in 40-facher Vergroferung. Die Kristalle im linken Bild wurden mittels
dried droplet-Methode erzeugt und sind im Vergleich wesentlich grofer als die Kristalle
im rechten Bild. Im rechten Bild sind CHCA-Matrixkristalle zu sehen, die per Airbrush
durch viermaliges Aufsprithen auf den Probenhalter aufgebracht wurden. Mit Hilfe der
Airbrush-Methode kénnen wesentlich kleinere Kristallgrofen erzielt werden. Die Skala

am linken unteren Bildrand verdeutlicht den Mafistab der Aufnahmen.
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Anhang B Grafischer Anhang

Abbildung B.2: Digitalmikroskopische Aufnahme (vierfache Vergroferung, Bresser BR-
Biolux-LCD-Mikroskop) der Spotgrofe des verwendeten Stickstoff-Lasers. Zur Erzeugung
des Spots wurden acht Schiisse auf eine mittels Airbrush aufgebrachte Matrixschicht ge-
feuert. Der resultierende Desorptionskrater hat elliptische Form, eine maximale Hohe von
180 pm und eine maximale Breite von 60 ym. Der Markierungsrand der Probenvertiefung
auf der MALDI-Probenplatte hat eine Breite von etwa 250 pm.
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Abbildung B.3: IR-FLMALDI-Massenspektrum von NaCl fiir die Konzentrationen
0.1 —3M (Verzogerungszeit 16 us, MCP 2.0kV). Bei hohen Salzkonzentrationen wer-
den hochmassige Salzcluster detektiert. Um eine hohe Signalintensitét zu erreichen, wird

eine relativ hohe Laserintensitiit in der Nihe der Plasmaschwelle benétigt (1 GW /cm?).
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Abbildung B.4:

als die Peak-Breite.

Abbildung B.5: Strukturformel des Kations des blauen Farbstoffs Methylviolett 10b.
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